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1 Einleitung

1.1 Virusmyokarditis (MC)

Der Begriff ,,Myokarditis* wurde von Sobernheim 1937 eingefiihrt. Er beschreibt eine kardiale Entziindung,
die in unterschiedlichem Umfang die Myozyten, das interstitielle und perivaskulire Bindegewebe sowie
koronare Arteriolen, Kapillaren und - selten - die groBen epikardialen Herzkranzarterien einbezieht.
Atiologisch kénnen sie durch Erregerbefall von Ricketsien, Protozoen, Pilze, Bakterien und Viren, infektids-
toxische Prozesse, allergische Reaktionen, systemische Bindegewebserkrankungen, granulomatdse
Erkrankungen oder idiopathisch bedingt sein (12, 14, 15, 17).

Die in Europa und in den Vereinigten Staaten verbreiteste Form ist die Virusmyokarditis. Das Spektrum der
Viren, welche die Krankheit auslosen konnen, ist gro3. Hierbei spielt die Gruppe der Enteroviren eine
wesentliche Rolle. Die wichtigsten Myokarditis verursachenden Enteroviren sind Coxsackieviren vom Typ
A und B sowie Echo-Viren mit mehr als 30 Serotypen. Die Enteroviren gehdéren zur Gruppe der
Picornaviren. Diese Familie setzt sich aus den kleinsten (Durchmesser 28 bis 30nm) bekannten RNA-Viren
zusammen. Die Viren bestehen aus einem Nukleinsdurekern und einem Proteinmantel mit Isokaederstruktur.
Die Vermehrung der Picornaviren findet im Wirt mit Hilfe von doppelstrangiger RNA statt, wahrend das
fertige Virion nur einzelstrangige RNA besitzt. (13, 30). Die Enteroviren werden per os aufgenommen und
vermehren sich zundchst im lymphatischen Gewebe des Rachenraumes und spéter vor allem in der
Darmwand, wo sie aber in der Regel keine Symptome verursachen. AnschlieBend erreichen sie ihr Zielorgan
tiber den Blutweg, und es kommt zur Organmanifestation. Letztere tritt allerdings nur in einem kleinen
Prozentsatz der Fille ein; die weitaus meisten Enterovirusinfektionen verlaufen asymptomatisch. Die immer
auftretende Virdmie ist der Grund, weshalb auch symptomlos auftretende Enterovirusinfektionen eine
Immunitit hinterlassen. Die manifesten Enterovirunsinfektionen verlaufen haufig uncharakteristisch und mit
relativ schwach ausgebildeten klinischen Symptomen. Ein und derselbe Virustyp kann dabei eine Vielzahl
von Symptomen verursachen und umgekehrt kann ein klinisches Symptom von mehreren Serotypen
ausgelost werden (16).

Das klinische Erscheinungsbild der Virusmyokarditis kann sehr vielgestaltig sein. Ein spezifisches
Leitsymptom dieser Erkrankung existiert nicht. Im Einzelfall ist die Sicherung der Diagnose oft sehr
schwierig, wenn nicht sogar unmdglich. Es dominieren allgemeine und kardiale Symptome, die fiir sich
allein wenig charakteristisch sind, aber zusammen mit der spezifischen Diagnostik Gewicht erhalten. Die
Beschwerden bestehen in Abgeschlagenheit, Dyspnoe, Herzrhythmusstorungen, Vergroferung, Zeichen
einer Herzinsuffizienz und Blutbildverdnderungen. Teilweise ist die Prognose der Myokarditis - auch wegen
der Schwierigkeiten der Diagnostik - ungewiss. In der Mehrzahl der Fille kommt es zur Ausheilung. Dies
gilt auch fiir histologisch gesicherte Virusmyokarditiden. Es kann jedoch zur langsamen Entwicklung einer

Kardiomyopathie, persistierenden Herzrhythmusstdrungen und chronischer Herzinsuffizienz kommen. Durch



akute Komplikationen, wie z. B. Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérungen und Herzstillstand, kann die
Myokarditis zum Tode fiihren.

Ungeklart ist, warum es bei einem Teil der Patienten zu einer Spontanremission kommt, wihrend sich andere
kontinuierlich verschlechtern. Aufgrund genetischer Priadisposition ist es theoretisch denkbar, daB3 der
Krankheitsverlauf wesentlich von dem Ausmal} der Autoaggression, die sowohl durch eine Verdnderung des
Regulationsgleichgewichtes des Immunsystems, als auch durch chronische Verdnderungen des Zielgewebes
bedingt sein konnen, bestimmt wird (12, 13). Seltener ist das Krankheitsbild einer Myokarditis nach
Infektionen mit Roteln-, Mumps-, Zytomegalie-, Epstein-Barr-, Adeno-, Influenza-A-und-B- und Hepatitis-
Viren beschrieben (12, 15, 17).

1.2 Pathogenese der MC und DCM und die Bedeutung des ANT fiir die beiden
Krankheitsbilder

Abb.: 1
Virusinfektion
! — genetische . —
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Zelluntergang durch Zelluntergang durch mit Viraspersistens ohtie Vinuspersistens
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Mogliche Pathogenese einer Myokarditis

Heutzutage wird davon ausgegangen, dal die virusbedingte Myokarditis verschiedene Krankheitsstadien
durchlduft. In der Akutphase kommt es wahrscheinlich im Rahmen einer aktiven Replikation des Virus zu
einem direkten zytotoxischen Effekt mit konsekutiven Zelluntergang und daraus resultierender Stérung der
myokardialen Funktion. Diesem Stadium des virusinduzierten akuten Gewebsuntergangs folgt eine
Infiltration des Myokards durch Monozyten und Makrophagen. Gleichzeitig wird eine Aktivierung des

humoralen Immunsystems beobachtet. In einer zweiten Phase kommt es dann zu einer Aktivierung von T-



Lymphozyten, welche in das Myokardgewebe einwandern und sowohl mit myokardialen als auch mit viralen
Antigenen reagieren. Bei genetischer Pridisposition, flir die es erste tierexperimentelle und klinische
Hinweise gibt (20), kann es schlieBlich zum Ubergang von einer normalen infektgetriggerten Immunreaktion
zu einem autoimmunologischen Geschehen und damit zu einer Chronifizierung der Erkrankung kommen
(20).

Es ist wahrscheinlich, daB3 es als Folge der Virusinfektion bei gleichzeitiger genetischer Pradisposition zu
einem Verlust der Selbsttoleranz mit nachfolgender Autoaggression gegen myokardiale Antigene kommt
(21). Neueste experimentelle Daten deuten jedoch darauf hin, daB3 es im Stadium der Virdmie und somit in
der Akutphase der Infektion zu einer virusbedingten Zerstérung von Myokardzellen kommt, wéhrend in der
chronischen Phase wahrscheinlich immunologische Mechanismen fiir die Progression der Erkrankung
verantwortlich sind.

In den 60°iger Jahren wurde nach Auswertung epidemologischer Daten beschrieben, daB3 Patienten mit
Myokarditis einen erhohten Titer neutralisierender Antikdrper gegen Coxsackieviren der Gruppe B besitzen.
Diese Antikorper konnen auch nach Jahren noch nachgewiesen werden und zeigen einen typischen
Titeranstieg wiahrend der Infektion. Einen weiteren Anhaltspunkt fiir die virale Genese der Myokarditis
erbrachte der Nachweis viraler Nukleotidsequenzen mittels molekularbiologischer — Techniken bei
durchschnittlich 50% der Patienten. Trotz dieser epidemologischen Erkenntnisse ist es hdufig sehr schwer,
die Virusitiologie einer Myokarditis zu sichern (31, 32, 33).

Ob fiir das Fortschreiten der Erkrankung im Rahmen des autoimmunologischen Geschehens primér zelluldr
vermittelte Immunprozesse wesentlich sind oder aber Autoantikdrper gegen myokardiale Proteine das
entscheidene pathogenetische Prinzip darstellen, ist derzeit noch nicht endgiiltig geklért. Zahlreiche
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, daB zwischen dem histologischen Nachweis zelluldrer Infiltrate im
Myokard und dem klinischen Verlauf einer Herzmuskelerkrankung keinerlei Korrelation bestehen muf3. Es
mehren sich jedoch Befunde, die darauf hindeuten, dal der antikdrpervermittelten BeeinfluBung der
myokardialen Zellfunktion eine bedeutende Rolle in der Atiologie der postviralen Herzmuskelerkrankung
zukommen konnte.

In den letzten Jahren ist es gelungen, verschiedene funktionelle Membranproteine, wie den Komplex III der
Atmungskette der inneren Mitochondrienmembran, den Calciumkanal, das Konnexon, den Beta-Rezeptor
der Zellmembran, sowie Teile des kontraktilen Apparats (Myosin) als Autoantigene zu identifizieren (20).
Der Adeninnukleotidtranslokator ist als Autoantigen besonders gut charakterisiert und spielt in der DCM

eine bedeutende Rolle.

1.3 End- bzw. Folgestadium einer Myokarditis?

Definitionsgemdfl ist die DCM eine Erkrankung unklarer Genese. Hinsichtlich klinischer und
experimenteller Befunde wird die DCM zunehmend als ein mogliches Endstadium einer chronischen MC

diskutiert (14, 21, 22).



Bei der DCM kommt es zu einer zunechmenden Dilatation des Herzens, vorwiegend des linken Ventrikels,
verbunden mit einer verminderten Kontraktionskraft. Hinzu kommen noch Zeichen einer progressiven
Herzinsuffizienz. Histologisch sind hypertrophierte Myozyten und eine Verminderung der Myofibrillen zu
erkennen. Auflerdem finden sich interstitielle Fibrosen, degenerierte Mitochondrien und Myelinfiguren.

Die DCM ist die hdufigste primidre Kardiomyopathie mit einer Inzidenz von 1:100000 Einwohner/Jahr.
Besonders Ménner im mittleren Alter sind betroffen (m:w = 3:1). Klinisch kommt es zu allgemeinem
Unwohlsein, Dyspnoe, Schmerzen im Brustraum, progressiver Herzinsuffizienz und Leistungsabfall. Je
schlechter die Ejektionsfraktion des linken Ventrikels ist, desto schlechter ist die Prognose. Die 10-
Jahresiiberlebensrate liegt bei ca. 10 -20% bei einer Sterberate von knapp 10%.

Neben Verlaufsbeobachtungen an Patienten mit histologisch nachgewiesener Myokarditis, die das Bild einer
dilatativen Kardiomyopathie entwickelten, gibt es umgekehrt Berichte liber Patienten mit der klinischen
Diagnose einer DCM, bei denen anhand immunhistologischer Untersuchungen eine Myokarditis
diagnostiziert wurde. So haben histologische Befunde an Herzmuskelbiopsien gezeigt, daf bei Patienten mit
DCM iiberdurchschnittlich hdufig mononukledre Zellinfiltrationen und Myozytennekrosen nachweisbar sind.
AuBerdem finden sich hiufig schwere interstitielle Nekrosen als Hinweise auf abgelaufene Myokarditiden
(22).

Eine sehr viel qualifiziertere Auswertung der Myokardbiopsien ermoglichen uns die immunhistologischen
Verwendung von mononukledren Antikdrpern gegen Lymphozytenoberflichenantigene (CD2, CD3, CD4,
CDS8), Makrophagen und HLA-Klassel und Klassell-Antigene. Bei einem Vergleich der histologischen und
immunhistologischen Aufarbeitung von Biopsien von Myokarditispatienten zeigte sich, daf3 bei ca. 12% der
Patienten histologisch, jedoch bei ca. 42% immunhistologisch entziindliche Infiltrationen nachgewiesen
werden konnten. Bei 5% der Patienten ergaben sich nach histologischen Untersuchungen Hinweise auf eine
Myokarditis, wahrend die Immunhistologie bei 37% einen positiven Befund erbrachte (14, 21, 22).
Zusitzlich weisen beide Krankheitsbilder zahlreiche immunologische Gemeinsamkeiten auf. Dazu gehoren
erhohte Autoantikorpertiter gegen verschiedene kardiale Autoantigene, wie z.B. den ANT, den Calciumkanal
und das Connexon. Daneben findet man bei beiden Krankheitsbildern virale RNA im Myokard (22).
Digjenigen Patienten, bei dene eine schwere Infektion des Myokards zu einem erheblichen Zelluntergang
fiihrt, entwickeln einen myokardialen Restschaden, der als ,,postmyokarditische Herzerkrankung® anzusehen

ist. Diese entspricht histologisch dem Bild der DCM.

1.4 Der Adeninnukleotidtranslokator und seine Rolle im Krankheitsbild der viralen

Herzerkrankung

Das Mitochondrium ist in der aeroben Eukaryontenzelle die Stitte der Energieproduktion, wihrend im
Cytosol primér die energieverbrauchenden Prozesse lokalisiert sind. Diese beiden Zellkompartimente sind
durch die innere und &uBere Mitochondrienmembran rdumlich voneinander getrennt. Der
Adeninnukleotidtranslokator ~ (ANT) nimmt hinsichtlich der Impermeabilitit der inneren

Mitochondrienmembran fiir ADP und ATP eine Schliisselstellung im Energiestoffwechsel der Zelle ein.



Beim ANT handelt es sich um das am héufigsten im Mitochondrium exprimierte Protein. Es besitzt einen
Anteil von 14% am mitochondrialen Gesamtprotein des Myokards und katalysiert den Transport von ADP
aus dem Cytosol ins Mitochondrium und von ATP aus dem Mitochondrium ins Cytosol. Somit verbindet er
die beiden Zellkompartimente der ATP-Produktion und des ATP-Verbrauches (2). Der Transport ist fiir diese
beiden Substanzen hochspezifisch (1, 3). Er ist unter physiologischen Bedingungen gerichtet und findet als
Gegenaustausch im Verhéltnis 1:1 statt. Membranpotential, Wasserstoffionenkonzentration, Temperatur und
das Verhéltnis der Adeninnukleotide regulieren die Transportaktivitit des Carriers (37).

Die Transportfunktion des ANT wird durch eine Konformationsinderung ermdglicht. Bei der c-
Konformation (c = Cytosol) ist das dreifach positiv geladene Substratbindungszentrum bei ADP-Bindung zur
Cytosolseite geoffnet. Durch Konformationsinderung in die m-Konformation (m = Matrix) wird das
Bindungszentrum zur Matrix hin gedffnet, der Komplex entldit ADP und bindet ATP. Die beiden
Konformationszustinde werden durch zwei ANT-spezifische Inhibitoren fixiert. Hierbei handelt es sich um
Carboxyatractylat (CAT), ein Pflanzenglykosid, und um Bongkrekat (BKA), ein von Pseudomonas
cocovenes produziertes Antibiotikum. CAT, das nicht durch die innere Mitochondrienmembran diffundieren
kann, bindet nur auf der cytosolischen, BKA hingegen nur auf der dem Matrixraum zugewandten Seite des
ANT's (1, 3, 6). Wahrend des Transports von Adeninnukleotiden findet ein Wechsel von der c- in die m-,
bzw. von der m- in die c-Konformation statt. In Gegenwart der spezifischen Inhibitoren ist der ADP/ATP-
Austausch gehemmt (3).

In vielen Fillen transportieren Carrier Molekiile aktiv gegen ihren elektrochemischen Gradienten, ein
Vorgang, der den Einsatz von Energie verlangt. Fiir die meisten Metaboliten stammt diese Energie aus dem
Co-Transport eines anderen Molekiils, das entsprechend seines elektrochemischen Gradienten verlagert wird.
Fiir das ADP/ATP-Antiportsystem liefert das Membranpotential von etwa 160 mV die treibende Kraft. Dies
wird durch den an den Elektronenflu der Atmungskette gekoppelten Protonentransport aufgebaut (4).
Aufgrund des dreifach positiv geladenen Bindungszentrum des Carriers entsteht bei Bindung eines vierfach
negativ geladenen ATP’s ein negativ geladener Carrier-Substrat-Komplex, wihrend sich die Bindung eines
dreifach negativ geladenen ADP-Molekiils an das Zentrum elektrisch neutral verhélt. Somit {ibt die stirker
positiv geladene Membranseite im intermitochondrialen Raum eine ,,Sogwirkung® aus. Daraus resultiert der
gerichtete Transport von ATP ins Cytosol. Die Nettotransportrate des ANT fiir ATP wird durch das
Phosphorylierungspotential des Cytosols und des Mitochondriums kontrolliert. Dabei interessiert primér die
cytosolisch/mitochondriale Potentialdifferenz , denn sie gibt den Energiegradienten des ATP iiber der

inneren mitochondrialen Membran an:

ATP(cyt) x ADP(mit) x Phosphat (mit)

ATP(mit) x ADP(cyt) x Phosphat (cyt)



Der Wert dieses Quotienten spricht sehr sensibel auf Anderungen der Carrieraktivitit an. Hieraus ergibt sich,
daB beispielsweise eine Reduzierung der Transportrate - {iber eine Abnahme von ATP(cyt) und ADP(mit) bei
gleichzeitiger Zunahme von ADP(cyt) und ATP(mit) - den Wert dieses Quotienten senkt (36).

Der ATP/ADP-Transport verlduft nach dem ,single site gated pore mechanism®. Auf beiden Seiten des
ANT's liegt eine Substratbindungsstelle. Der Transportweg wird durch die beiden Monomere geformt. Der
Mechanismus entpricht dem Ping-Pong-Typ. Die Bindung des Substrates 16st unverziiglich die

Transportreaktion aus, da durch die Konformationsédnderung der Kanal geéffnet wird (4,5).
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Abb.: 2

Translakation
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"single-binding centre-gated pore" -Modell

Der Adeninnukleotidtranslokator, gehort zu einer Gruppe von Carrierproteinen, die homologe
Aminosiurensequenzen und dhnliche Tertidrstrukturen aufweisen. Hierzu gehoren ebenfalls der Oxoglutarat-
, der Aspartat-/Glutamat-, der Phosphat- und der Dicarboxylat-Carrier (2). Die metabolische Bedeutung der
einzelnen Carrier kann man an deren unterschiedlichen Gewebsverteilung erkennen. Die Hauptfunktion der
Mitochondrien ist die Produktion von ATP. Da die beiden Hauptcarrier der oxydativen Phosphorylierung der
ANT und der Phosphat-Carrier sind, kommen sie auch in allen Mitochondrien und somit in allen Geweben
vor (2, 6).

Der ANT besteht aus zwei identischen, 32 kdal schweren Untereinheiten, deren Sequenz von 297
Aminoséduren in drei Bereiche von ungefdhr 100 Aminoséuren geteilt werden kann. In jedem Abschnitt
existieren zwei hydrophobe Sequenzen von ungefiahr 20 Aminosiuren, die innerhalb der Membran liegen. So
durchquert jeder Teil zweimal die Mitochondrienmembran (,,six-transmembrane-helix“). Die hydrophoben
helicalen Bereiche werden von hydrophilen - 40-50 Aminosduren langen - Loops getrennt. So werden polare
Bogen gebildet, in denen die Substratbindungsstelle lokalisiert ist. Sowohl das Carboxyl- als auch das
Amino-Ende liegt auf der Seite des Cytosols (2, 4, 5, 6).
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Verschiedene antigene Eigenschaften des ANT-Proteins, das aus verschiedenen Geweben isoliert wurde,
lassen auf unterschiedliche Isoformen des Carriers schlieBen (7). Bislang wurden drei verschiedene
ADP/ATP-Carrier identifiziert. Die diese Isoformen kodierenden Gene weisen alle einen &hnlichen
strukturellen Aufbau auf. Sie besitzen vier gleichlange Exonbereiche und drei Introns von unterschiedlicher
GroBe. Die Gene sind ungekoppelt und befinden sich auf mindestens zwei verschiedenen Chromosomen.
Auf Chromosom 4 liegt das ANT1 kodierende Gen, und auf dem X - Chromosom ist das ANT2 kodierende
Gen lokalisiert (7). Die Lokalisation des ANT3 ist das pseudoautosomale Gen des X - Chromosoms ( 51).

Aus der Literatur ergeben sich Hinweise, dal die drei Isoformen in allen menschlichen Gewebetypen
gleichzeitig vorkommen (7, 8, 9, 10). In einer Studie wurde die unterschiedliche gewebsspezifische
Isoformverteilung untersucht. Sie filhrte zu dem Ergebnis, dal ANT 1 primér im Gehimn (55,9 %) und
Herzen (68,1 %) exprimiert wird. ANT 2 wird iiberwiegend in anderen Gewebetypen wie Leber (63,3 %),
Lunge (44,8 %), Niere (56,5 %), Milz (55,8 %) und Fibroblast (57,2 %) exprimiert. Im Herzen besitzt er nur
einen Anteil von 24,9 % und im Gehirn von 27,1 %. Der ANT 3-Expressionsanteil nimmt in keinem Gewebe
eine herrausragende Stellung ein, da er {iberall eine durchschnittliche Beteiligung von 21 % aufweist. Nur im
Herzen betrigt er lediglich 7 %. Zusammenfassend kann man sagen, daB ANT1 bes. in wenig
generationsfahigem Gewebe (Gehirn , Muskel, Myokard etc.) und ANT2 in noch teilungsfahigem Gewebe

vorkommt.
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Abb.: 4
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In der gleichen Studie wurde das ANT-Expressionsmuster in verschiedenen Herzregionen, wie dem linken
Ventrikel, rechtem Ventrikel, den Herzohren und dem Septum ermittelt. Es konnte kein signifikanter
Unterschied im myokardialen ANT-Isoformverteilungsmuster beobachtet werden (50).

Sowohl bei Myokarditis- als auch bei DCM-Patienten sind Antikdrper gegen den ANT nachweisbar. Sie
zeigen sowohl eine Konformations- als auch eine Gewebsspezifitit und sind in der Lage, den
Adeninnukleotidaustausch in vitro zu hemmen (34, 35).

Tierexperimentelle Untersuchungen an mit myokardialen ANT-Proteinen immunisierten Meerschweinchen
haben gezeigt, dal es als Folge einer Immunreaktion gegen den ADP/ATP-Carrier zu einer
antikdrpervermittelten ~Funktionsbeeinflussung des Myokards kommt. Werden diese Antikdrper
experimentell durch Immunisierung mit dem gereinigten Antigen oder aber durch Virusinfektion mit
Coxsackie B3 induziert, so fiihren sie im Myokard der so behandelten Tiere zu einer Stoérung der
Energiebereitstellung und konsekutiv zu einer deutlichen Einschrinkung der myokardialen Funktion. Es kam
zu einer Verschiebung der Phosphorylierungspotentiale in den einzelnen Kompartimenten (36). Bei den
Versuchstieren stieg der ATP-Gehalt im Mitochondrium an, im Cytosol jedoch fiel er ab. Entgegengesetzt
verhielten sich die Konzentrationen des ADP's. Da der ANT der einzige fir ATP und ADP im

Mitochondrium ist, und damit ausschlieflich fiir den Abtransport von ATP aus dem Mitochondrium
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verantwortlich ist, lassen diese Daten auf eine beeintrachtigte Funktion des ANT in diesen Tieren schlieen.
Der Grad der Abnahme der cytosolisch-mitochondrialen Phosphorylierungsdifferenz korrelierte mit der
Verschlechterung der Herzarbeit der Tiere.

Dariiber hinaus wurde an explantierten Herzen von Patienten mit schwerer dilatativer Kardiomyopathie eine
deutlich reduzierte maximale Transportrate fiir ATP bei gleichzeitig gesteigerter anaerober Stoffwechsellage
beobachtet. Trotz dieser reduzierten maximalen Transportrate fiir ATP war die Konzentration des ADP/ATP-
Carrier-Proteins bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie im Vergleich zu Patienten mit koronarer
Herzerkrankung oder Kontrollpatienten deutlich erhoht (21,52). Somit kann die erniedrigte Transportrate
nicht durch eine erniedrigte Carrierdichte im Mitochondrium erklart werden. Eine Verdnderung beziiglich
der ANT - Expression und Funktion konnte im Herzen von Patienten mit Herzvitien, mit toxischer
Kardiomyopathie nicht beobachtet werden. Eine Verdnderung der myokardialen ANT-Expression war
demnach ausschlieBlich bei Patienten mit MC und DCM nachzuweisen (50). Zudem konnte eine
Verschiebung der ANT - Isoformtranskriptionsanteile im Myokard von DCM - und MC - Patienten
nachgewiesen werden. Sie war charakterisiert durch eine vermehrte ANTI- und eine verringerte ANT2-

Expression. ANT3 bleibt weitesgehend konstant (52).

Tab.: 1
DCH = 56 79,8
V.a. MC 22 13 79,4 +/- 19,6
KHE 18 0 51,7 +/- 3,1
hypertrophe 4 I:I 52;5 +.-"ll_ 4;9
EMP
Eontrolle 15 0 51,9 4+/- 2,7

1.5 Problemstellung

Die vorgestellten Daten unterstiitzen die Hypothese, dal} eine Stérung im Adeninnukleotid-Transportsystem
von entscheidender Bedeutung fiir die Physiologie der Virusmyokarditis und der dilatatitiven
Kardiomyopathie ist.

Nun stellt sich die Frage, welche Ursache hat die Isoformverschiebung. Anhand klinisch erhobener Daten
wird im Folgenden untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Grad der ANT-Expressionédnderung
und dem hd&modynamischen Schweregrad der Erkrankung, der Stirke der myokardialen Entziindung oder
einem positiven Virusnachweis besteht.

Entwickeln MC-Patienten mit verdnderter ANT-Expression eher einen chronischen Krankheitsverlauf, der zu

einer DCM fiihrt, als MC-Patienten mit normler ANT-Verteilung? Auch stellt sich die Frage, ob sich
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Patienten mit verdnderter ANT-Expression langsamer als solche mit normaler ANT-Verteilung erholen.
Kann die Messung der ANT-Expression einen prognostischen Faktor darstellen?

Welche Bedeutung haben klinische Aspekte wie Himodynamik, Histologie , Virus und Krankheitsverlauf
der MC- und DCM-Patienten und wie stark beeinflussen sie den ANT-Isoformshift? In welchem

Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf steht dies?
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2 Material und Methoden

Das Ziel dieser Arbeit lag darin, molekularbiologisch untersuchte ANT-Isoformverschiebungen mit der
Klinik von MC- und DCM-Patienten zu vergleichen. All diese Daten stammen aus der Heinrich-Heine -
Universitdt Diisseldorf, hauptséchlich aus der kardiologischen Abteilung oder aus dem Myokarditis-Labor

von Herrn Prof. Dr. Schultheiss.

2.1 Herzkatheterismus

Der Herzkatheterismus ist eine komplexe Untersuchungsmethode zur Abklarung und quantitativen Erfassung
von Herzfehlern und der Myokardfunktion. Hierbei kénnen Druck und Durchflu8 im groBen und kleinen
Kreislauf gemessen, Herzmuskeldysfunktionen und Klappeninsuffizienzen bzw. -stenosen bestimmt werden.
Zudem kann man durch die Angiokardioographie Aussagen iiber die Himodynamik des Herzens (rdumlich-
zeitliche Darstellung der Herzhohlen, Bestimmung des enddiastolischen und endsystolischen
Kammervolumens und der Ejektionsfraktion) und den Zustand der Koronargefaf3e treffen(24).

Bei der Rechtsherzkatheteruntersuchung wird unter Durchleuchtung nach perkutaner Punktion der Vena
cubitalis, der Vena subclavia bzw. Vena jugularis interna oder der Vena femoralis ein Katheter mit
aufblasbarem Ballon an der Spitze und Thermistorsonde in die rechte Herzkammer und von dort aus in die
Arteria pulmonalis vorgeschoben.

Mittels spezieller Bioptome konnen Gewebsproben aus dem rechten und linken Ventrikel entnommen

werden. Die Myokardbiopsie ist wichtig zur histologischen Erkennung einer Myokarditis.
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2.2 Molekularbiologie

Abb.: 5

Verlaufsprotokoll

Biopsie

RMA Extrakton

Reverse Transkription

Polymerase Chain Reaction

Herstellung dreier Dothlots

Hybridisierung der Blois enisprechend der aufeeiragenen Standard-cDNA
mit ANT 1-, ANT 2- oder ANT 3-spezifischen, radioakiiv markierten Oligo-
nukleotiden

Radieaktivititsmessung und Berechnung der einzelnen Isoformanteile
miitiels Standardgeraden

2.2.1 RNA-Extraktion:

Die Gewebeproben (Biopsien), die bei -80°C gelagert wurden, wurden in H-Puffer homogenisiert.

Die Homogenisierung erfolgte mittels eines Polytrons, wobei die extrem hohe Salzkonzentration des H-
Puffers sowohl zu einer effektiven Hemmung der endogenen Nukleasen als auch zu einer Deproteinisierung
der RNA fiihrte.

Das Homogenat wurde fiir 24 Stunden bei 4°C gelagert. Nach einer nachfolgenden I-stiindigen
Zentrifugation bei 4°C wurde der Uberstand abpipettiert, und das Pellet durch Zugabe von W-Puffer
gewaschen und nochmals zentrifugiert. Das auf diese Weise erhaltene Pellet wurde in SP-SDS gelost und
durch Zugabe von Phenol-Chloroform extrahiert, wobei die RNA von den Proteinen getrennt wurde. Nach
einer Zentrifugation bei Raumtemperatur wurde die obere wilrige Phase abpipettiert und weiterverwendet.
Eine alkoholische Féllung erfolgte durch Zugabe von eiskaltem 98%igem Ethanol und 3M NA-Acetat pH
5,5 bei -80°C. Hiernach wird nochmals zentrifugiert.

Nach Entfernung des Alkohols wurde das Pellet im Exsikkator getrocknet, um alle Spuren des Ethanols zu
beseitigen. Das vollig getrocknete Pellet wurde in 10ul autoklaviertem Wasser aufgenommen. Die so
erhaltene RNA wurde nun bei 260 nm photometrisch vermessen, und der RNA-Gehalt nach unten stehender

Formel berechnet.Die RNA wurde bei -20°C gelagert.
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OD 260 X 40 X Verdiinnungsfaktor

ng/pl=
1000

2.2.2 Reverse Transkription (RT)

Um spezifische Sequenzen mittels PCR zu amplifizieren, muf3 die RNA zunédchst in cDNA umgeschrieben
werden, da es sich bei der Tag-Polymerase um eine DNA-Polymerase handelt.

Zum Ablauf der Reaktion wurden ca 150ng RNA eingesetzt, die sich in autoklaviertem Wasser befand. Die
RNA wurde bei 70°C denaturiert und anschlieBend sofort auf Eis gestellt, um die Ausbildung von
Sekundarstrukturen aufzuheben und so die RNA fiir die Reverse Transkriptase zugénglich zu machen.

Nun wird RT-Mix zu der denaturierten RNA gegeben. Dieser Ansatz wurde bei 37°C inkubiert und jene auf
diese Weise fertiggestellte cDNA konnte nun bei -20°C gelagert werden.

2.2.3 Polymerase Chain Reaction (PCR): Amplifizierung aller ANT-Sequenzen

Mit Hilfe der PCR kann die Gesamt-ANT gezielt amplifiziert werden. Zur Erkennung der Sequenzen werden
komplementére Primer eingesetzt. Die Primer (s. Tab. 2, Anhang) wurden so gewahlt, dal} sie komplementér
zu homologen Sequenzen in allen ANT-Isoform-cDNAs sind.

Zu dem PCR-Mix wurde cDNA aus dem Ansatz der RT gegeben. Dieser Ansatz wurde mit Mineraldl
tiberschichtet, womit gewihrleistet war, dal die Verdunstung der Probe im Eppendorfgefdl unterblieb. Die
PCR liefert ein PCR-Produkt bestehend aus einem Gemisch von allen ANT-isoform-spezifischen Sequenzen,

die identische Anfangs- und Endsequenzen aber ANT-isoform-spezifische Zwischensequenzen liefern.

2.2.3.1 Ablauf der PCR im Trioblock

Die Denaturierungstemperatur betrug 94°C, die Annealingtemperatur 57°C und die Arbeitstemperatur des
Enzyms 72°C.

Nach Ablauf der PCR konnte man das PCR-Produkt sorgfiltig unter der Olschicht hervorpipettieren und bei
-20°C lagern.

2.2.4 Dot-Blot

Mittels dieses Verfahrens ist es moglich, die relativen Anteile der einzelnen isoformspezifischen des PCR-
Produktes zu bestimmen.

Zunichst wurden drei Nylonmembranen (Amersham) vorbereitet. Um die PCR-Proben und die ANT-
spezifischen Standardldsungen zu denaturieren, wurden die Proben mit dem gleichvolumigen Zusatz von 0,5

M NaOH, 1M NaCl versetzt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur.
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Auf jede der drei Membranen wurden eine jede denaturierte PCR-Probe und eine Verdiinnungsreihe von 8,
16, 24, 32 und 40 fmol der ANT1-, ANT2- bzw. ANT3-spezifischen Standard-cDNA, bei denen es sich um
ANT-spezifische PCR-Produkte handelt, aufpipettiert. Drei Kédstchen blieben fiir die Nullwertbestimmung
frei. Anschliefend wurden die Membranen luftgetrocknet und bis zur Hybridisierung in Filterpapier verpackt

bei 4°C aufbewahrt.

2.2.5 Radioaktive 5'Markierung von Oligonukleotiden mit Hilfe der T4 Kinase

Die typenspezifischen Oligonukleotide (s. 8.11.3) werden an ihrem 5'Ende mit radioaktivem Phosphat
markiert, indem man einen Reaktionsmix hinzugibt (s. 8.10).

Der Ansatz wurde bei 37°C inkubiert.

Zur gelchromatischen Trennung der markierten Oligonukleotide von dem freien Gamma-P*?ATP wurden die
Proben iiber sogenannte Nuc-Traps, kleine Sédulen, aufgereinigt. Zundchst wurden die Sidulen mit STE-
Puffer aktiert. Dann erfolgte der Auftrag der Probe. AnschlieBend wurden die Oligonukleotide durch

Eluieren mit STE-Puffer von der Saule gewaschen.

2.2.5.1 Hybridisierung der Dot-Blots mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden

Vor der eigentlichen Hybridisierung der Membranen mit den entsprechenden Oligonukleotiden muf
gewihrleistet sein, daBl freie Bindungsstellen auf der Membran, an die die Oligonukleotide unspezifisch
binden konnten, abgesittigt werden. Diese sogenannte Prehybridisierung erfolgte bei 37°C im rotierenden
Hybridisierungsofen. Nach der Zugabe von radioaktiv markierten Oligonukleotiden verlief die
Hybridisierung bei 37°C iiber Nacht.

Anschlielend wurden die Membranen mit 6 x SSCP/0,1 SDS; 3M Tetramethylammoniumchlorid und =,1%
Triton x-100 gewaschen. Die kritische Waschtemperatur betrug 63°C. Danach wurden die Membranen
luftgetrocknet, die einzelnen Dots ausgeschnitten, und die gebundene Radioaktivitit in einem B-Counter bei
einer Einstellung fiir *H gemessen.

In einem Koordinatensystem wurde die gemessene Radioaktivitdt der Standard-cDNA gegen ihre eingesetzte
Molmenge aufgetragen und die Steigung der Geraden berechnet. Durch Vergleich der gebundenen
Radioaktivitiat der PCR-Proben mit der jeweiligen Standardgeraden konnte die entsprechende Molmenge der

einzelnen Isoformen bestimmt und zueinander ins Verhéltnis gesetzt werden.

2.3 Immunhistologie

Fiir die immunhistologischen Anfarbungen wurden drei bis vier Biopsien pro Patient unmittelbar nach ihrer
Entnahme bei -80°C eingefroren und in Tissue-Tek-Blocke eingebettet. Von allen Biopsien wurden Sum
dicke Serienschnitte angefertigt und pro Antikorper acht bis zehn Schnitte (zehn bis 15 Gesichtsfelder bei
400facher Vergroerung) ausgewertet.
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2.3.1 Lichtmikroskopische Auswertung

1. Lymphozytenféarbung: Es wurden pro verwendeten Antikorper mindestens zehn Gesichtsfelder (GF) bei
400facher Vergroferung ausgewertet. Die Festlegung der Grenzwerte (Zellen pro GF) erfolgte durch
Vergleich mit Kontrollbiopsien, die keine entziindlichen Verdnderungen erwarten lieBen: hypertroph-nicht-
obstruktive Kardiomyopathie (HNCM), arterielle Hypertonie, koronare Herzerkrankung (KHK),
Muskelgewebe von Patienten nach Herzklappenoperationen. In keiner Kontrollgruppe wurden mehr als 0,3
bis 0,5 Lymphozyten/GF (0,9 bis 1,5 Zellen/mm?) beobachtet (Durchschnitt aus 10 GF). Eine Biopsie wurde
als positiv bewertet, wenn mehr als 2,0 Lymphozyten/GF (ausgeprigte zelluldre Infiltration) oder mehrere
fokale Lymphozytenzellnester mit iiberwiegend aktivierten Zellen sowie zusitzlich aktivierte Makrophagen

nachgewiesen werden konnten.

2.HLA-Antigenexpression: Zusédtzlich zum Lymphozytennachweis wurde in den Biopsien die HLA-
Antigenexpression mit Hilfe der Immunperoxidasetechnik semiquantitativ untersucht. Die semiquantitative
Bewertung einer verstirkten HLA-Antigenexpression erfolgte entsprechend ihrem optischen Férbeverhalten.
Begutachtet wurde die Anfarbung auf interstitiellen Zellen sowie auf dem Endothel von Arterien, Arteriolen
und Venen.

Die Klassifizierung erfolgte nach folgender Einteilung:

0-1+: Keine oder schwache Anfirbung von Zellen und Geféfendothel fiir HLA-I entsprechendem normalen
Myokardgewebe: HLA-II ist nur in Spuren nachweisbar.

2+: Schwache und teilweise fokal verstirkte Anfarbung von HLA-I und II auf zahlenméBig vermehrten
interstitiellen Zellen und dem Gefédflendothel.

3+: Das GefdB3endothel von Venen und Arterien ist deutlich verbreitert angeférbt; ebenso ist die Farbreaktion

auf den deutlich vermehrt vorkommenden interstitiellen Zellen stark erhoht.

2.3.2 Verwendete Antikorper

Der Nachweis der lymphozytéren Infiltrate erfolgte mit monoklonalen Maus-anti-human-Antikdrpern gegen
die Lymphozytenoberflachenantigene CD2, CD3, CD4 und CDS, den Pan-T-Marker T200 (CD45R) gegen
aktivierte Makrophagen (MA 102) sowie gegen Histoinkompatibilititsantigene (HLA-1 und HLA-DR). Der
Nachweis aktivierter Lymphozyten erfolgte mit dem Antikdrper gegen CD45RO (UCHL-1). Als zweiter
Antikorper wurde ein Kaninchen-anti-Maus-Immunglobulin -Peroxidase-markiert- 1:200 verdiinnt

verwendet.

2.3.3 Immunperoxidasefirbung

Die einzelnen Schnitte wurden mit 20% fetalem Kaélberserum (FCS) vorinkubiert, um spezifische

Immunglobulinbindungen zu blockieren. Daraufhin erfolgte eine 45miniitige Inkubation mit dem
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monoklonalen Mausantikérper in vorgetesteten Verdiinnungen. Die gebundenen Antikdrper wurden mit
Peroxidase-konjugiertem Anti-Maus-Immunglobulin nachgewiesen. Die Anfarbung erfolgte mit 3-Amino-
Ethylcarbazol, als Gegenfirbung wurde Mayers Himalaunlosung verwendet. Die geférbten Schnitte wurden

in Kaisers Glyceringelatine eingebettet.

2.4 Nachweis enteroviraler RNA im Myokardgewebe

Zum Virusnachweis wurde RNA aus den Untersuchungsproben isoliert und anschlieBend revers transkribiert.
Mit Hilfe der PCR konnten vorhandene enterovirale cDNA mittels eines Primerpaares (s. Tab. 4, Anhang)
amplifiziert werden. Das entstandene PCR-Produkt hatte 315 bp. Die Amplifizierung eines B-Actin-
spezifischen PCR-Produktes von 461 bp durch ein weiteres Primerpaar diente als interne Positivkontrolle.

Zur viralen Positivkopntrolle diente ein Plasmid (pCVB3-R1) mit inserierter 7.2 kp langer CVB3 (Coxsackie
B3) ¢cDNA. Das Plasmid wurde von Herrn Prof. Dr. R. Kandolf, Max-Planck-Institut fiir Biochemie in
Martinsried, und seiner Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt. Folgender Reaktionsansatz fiir die Plasmid-
PCR lag vor: 100 pg mit Bam HI geschnittenes Plasmid, 1 x PCR-Puffer, je 0,4 uM der beiden Primer, je 1
mM dNTPs und 0,25 Units Tag-Polymerase in einem Endvolumen von 50 pl Aliquots der PCR-Produkte
wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf Nylonmembranen transferiert. Hiernach erfolgte die

Hybridisierung mit radioaktiven, virusspezifischen Oligonukleotiden (s. 8.11.3 und 8.11.4).

2.5 Statistische Methoden

1) Beschreibende Statistik: Umfangreiche Daten verschiedener Untersuchungen werden geordnet,
zusammengefalit und iibersichtlich dargestellt. Hierbei wird eingegangen auf das MaR3 zur Charakterisierung
eines "Durchschnitts" (arithmetischer Mittelwert), auf die Malle zur Kennzeichnung der Streuung (Varianz,

Standardabweichung) und die Mdoglichkeiten der graphischen Darstellung (29).

Summe aller x-YYerte
Anzahl aller Werte

Mittelwert=

Summe aller Abweichungsquadrate

Zahl aller MeBwerte -1

5tanardahweichung=d VYarianz

Varianz=

2) Regression und Korrelation: Hierbei handelt es sich um Methoden, um die Abhéngigkeit zwischen zwei
Merkmalen zu beschreiben und um bei Kenntniss eines Wertes Vorraussagen iiber den anderen Wert zu

machen. Die Regressionsgerade beschreibt den linearen Zusammenhang zwischen den x- und y-Werten.
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Unter den vielen moglichen Geraden, die man durch eine Punktwolke legen kann, ist sie bei der Schitzung
der x-Werte aus den y-Werten die Giinstigste.

Der Korrelationskoeffizient gibt an, wie stark die Punktwolke um die Regressionsgerade streut. Die Streuung
ist umso groBer, je geringer der Betrag des Korrelationskoeffizienten (r) ist. Ein positives Vorzeichen
bedeutet, da3 eine Zunahme von x mit einer Zunahme von y verbunden ist (positive Korrelation). Ein
negatives Vorzeichen bedeutet, daB mit einer Zunahme von x eine Abnahme von y verbunden ist. Der
Korrelationskoeffizient kann alle Werte zwischen +1 und -1 annehmen. Bei r = +1 oder r= -1 liegen alle

Punkte auf einer Geraden (29).

Hegressionsgerade: y = hyx + ayx

. . Summe der Produkte
Steigung (b, ) by, =Summe der Quadrate

y-Achsenabschnitt [a yx]: A = Y- hyx

Summe der Produkte

Korrelationskoeffizient: r=

vSummt: der Quadrate x - Summe der Quadrate y

3) Statistische Testverfahren: Mit statistischen Testverfahren kann man priifen, ob erhobene Daten fiir eine
Hypothese sprechen oder ob sich die Daten auch durch zufallsbedingte Abweichungen erkliren lassen.

Der t-Test dient zum Vergleich der Mittelwerte zweier normalverteilter Stichproben. Hierbei wird eine
Nullhypothese aufgestellt, welche besagt, dal die Mittelwerte nicht voneinander abweichen. Eine
Alternativhypothese hingegen besagt, da3 sie voneinander abweichen. Der berechnete Wert t

wird mit einem Quantil, in welches die Anzahl der Freiheitsgrade und die Irrtumswahrscheinlichkeit
(z.B.5%) einflieit, verglichen. Die Nullhypothese gilt, wenn das Quantil grofer ist als t, die
Alternativhypothese gilt im um gekehrten Fall (29).

d Differenz der Mittelwerte

5d mittlerer Fehler der durchschnittlichen Differenz

n-|+ nz

I'I-l' I'IE

Freiheitsgrade f=ny+np -2

Gilt nur bei Normalverteilung und bei gleicher Varianz der beiden Gruppen, ansonsten nimmt man den u -

Test.
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4) x? -Test : Hierbei handelt es sich um ein Testverfahren, fiir den Vergleich von Haufigkeitsunterschieden
zweier alternativer Merkmale. Ausgangspunkt bilden im einfachsten Fall zwei qualitative Merkmale mit je
zwei Auspriagungen. Die Haufigkeit fiir das Auftreten der vier Merkmalskombinationen in einer Stichprobe

vom Umfang n werden tabellarisch in einer 2x2- oder Vierfeldertafel zusammengefaf3t.

5) p-Wert: Hierbei handelt es sich um Signifikanzniveaus von Korrelationen. Fiir alle
Korrelationskoeffizienten lassen sich die Irrtumswahrscheinlichkeiten dafiir berechnen, dal3 die
Korrelationskoeffizienten signifikant von Null verschieden sind. Der P-Wert gibt die prozentuale
Wahrscheinlichkeit an, dafl ein Korrelationskoeffizient signifikant von Null verschieden ist. P-Werte gibt es

bei allen Testverfahren. P <= 0,05 bedeutet einen signifikanten Unterschied.
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3 Untersuchtes Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die ANT-Expression von drei verschiedenen Kollektiven verglichen.
Hierbei handelt es sich um die Gruppen der Kontrollpersonenen (n = 29), der an Myokarditis Erkrankten (n =

63) und der an dilatativer Kardiomyopathie Erkrankten (n = 40).

3.1 Kontrollkollektiv

Hierbei handelt es sich um Gewebeproben, die Verstorbenen im Rahmen der pathologischen Untersuchung
entnommen wurden. Keiner dieser Patienten litt an einer kardialen Erkrankung.

Alle Gewebeproben wurden vor dem 1.5.94 entnommen.

3.2 Patienten mit klinisch starkem V. a. Myokarditis

Zur Untersuchung des ANT-Expressionsmusters, des Nachweises von enteroviraler RNA im Myokard und
zur immunhistologischen Aufbereitung standen Herzmuskelbiopsien aus dem rechtsventrikuléren Septum
zur Verfiigung. Diese wurden in der kardiologischen Abteilung der MNR-Klinik von Diisseldorf
entnommen. Die Diagnosestellung stiitzte sich auf die Anamneseerhebung, das EKG, die
Elektrokardiographie, die = Herzkatheteruntersuchung  einschlieBlich  Koronarangiographie = und
linksventrikuldrer Angiographie und den immunhistologischen Befund. Die Diagnose Myokarditis stellte
man bei einem immunhistologischen Nachweis von Makrophagen, lymphozytiren Infiltraten und/oder
erhohter HLA-Expression. Im Rahmen dieser Studie wurden 63 Patienten untersucht, die erst seit wenigen
Monaten an der Erkrankung litten. Andere wiederum wiesen eine Anamnese von etlichen Jahren auf. Die
Einteilung erfolgte in eine Krankheitsdauer von hochstens zwei Jahren (n = 35) und von mehr als zwei
Jahren (n = 28). Es handelte sich um 20 weibliche und 43 ménnliche Patienten in unterschiedlichem Alter
(Altersdurchschnitt: 49 Jahre). Neun der Patienten waren in der Altersstufe unter 30, 18 gehorten zu der
Gruppe der 31-50"jihrigen, 34 Leute befanden sich im Alter von 51-70 Jahren und zwei Patienten waren
alter als 71 Jahre.

Zehn der 63 Patienten wurden mehrfach im Abstand einiger Monate biopsiert, um den Krankheitsverlauf und

die Verdnderung der Immunhistologie zu beurteilen.

3.3 Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie

Auch hierfir wurden Herzmuskelbiopsien des rechtsventrikuldren Septums verwendet. Eine dilatative

Kardiomyopathie wurde, entsprechend der Definition der WHO/ISFC task force, anhand folgender Kriterien

diagnostiziert:

- Vorliegen einer chronischen Herzmuskelerkrankung unbekannter Atiologie und ohne Assoziation mit
anderen Erkrankungen

- Félle einer spezifischen Herzerkrankung wurden ausgeschlossen
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- negative histologische und immunhistologische Biopsiebefunde

- echokardiographisch nachgewiesene Dilatation der linken Herzkammer

Es wurden 40 Patienten untersucht, darunter waren 10 Frauen und 30 Mainner. Insgesamt gesehen lag das
Durchschnittsalter (ca. 53 Jahre) in diesem Patientenkollektiv etwas hoher. Nur zwei Personen waren unter
30 Jahre, 11 gehorten zur Gruppe der 31-50"jdhrigen, 26 waren 51-70 Jahre alt und eine Patientin war &lter
als 70.
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4 Ergebnisse

4.1 Normalbereiche fiir die einzelnen ANT-Isoformexpressionsanteile im Myokard

Drei ANT-Isoformen werden in gewebespezifischen Mustern exprimiert. Zur Beschreibung der normalen
kardialen ANT-Isoform Transkription wurden die ANT-Isoform mRNA-Anteile in Herzmuskelgewebe von
29 Personen, die an keiner kardialen Erkrankung verstorben waren, bestimmt. Der ANT1-mRNA-Anteil
betrug im Herzen dieser Patienten durchschnittlich 68,1 +/- 4,5%, ANT2 24,9 +/- 5,1% und ANT3 7,0 +/-
2,1%. Zur Vereinfachung der weiteren Datenprédsentation wurde das Verhidltnis von ANT1 / (ANT2 +
ANT3) mRNA berechnet. In der Gruppe der Kontrollpersonen betrug die ANT-ratio 2,19 +/- 0,46. Werte,
die auBlerhalb des Bereiches: Mittelwert +/- 3fache Standardabweichung dieses Kontollwertes lagen, wurden
als pathologisch bezeichnet.

Im Folgenden wurde das ANT-Isoformtranskriptionsmuster in explantiertem Herzgewebe von 17 Patienten,
die aufgrund einer ischdmischen Kardiomyopathie transplantiert wurden, bestimmt. In diesem Kollektiv
zeigte nur ein Patient eine verdnderte ANT-Isoform-Transkription, die von einer erhohten ANT-ratio

gekennzeichnet war.

Abb.: 6 ANT-ratio im Vergleich Kontrollgruppe / ICM / MC und DCM

16
, p40,0001 .
14 +
1 - —— i ——————
= * *
10 .
3 $
e 87 | p=0.95 | L 94 ol
= . hod *
< g f + e
* *“3

0 [ Hormbereich

KONTROLLE ICM mMC DCM

Das ANT1 / (ANT2 + ANT3) mRNA-Verhdltnis war im Kollektiv der Patienten mit entziindlicher
Herzerkrankung ( 3,745 +/- 2,279, p = 0,001) und dilatativer Kardiomyopathie ( 6,616 +/- 3,866, p < 0,0001)
signifikant erhoht. 24 der 62 Patienten mit einer kardialen Entziindung waren von einer Verschiebung des
kardialen ANT-Isoform-Transkriptionsmusters betroffen. In dem Kollektiv der DCM-Patienten zeigten 35

der 40 untersuchten Patienten eine erhohte ANT-ratio und damit eine verdnderte ANT-Isoformtranskription.
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Abb.: 7

Vergleich path. ANT-Werte bei DCM und MC mit
der Kontrollgruppe
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Die einzelnen ANT-m-RNA-Anteile derjenigen Patienten, die ein erhohtes ANT1/ (ANT2 + ANT3) -
Verhiltnis aufzeigten, sind im Vergleich zu den Kontrollwerten in Abb.: 7 dargestellt. Der ANT-Isoformshift
ist gekennzeichnet durch eine Erhéhung des ANT 1-mRNA-Anteiles von 68,1 +/- 4,5% auf 82,1 +/- 10,1%
bei einer gleichzeitigen Erniedrigung des ANT 2-Anteiles (24,9 +/- 5,1% zu 11,43 +/- 9,51%) und einem

nahezu unveridnderten ANT 3-Anteil.

4.2 Zusammenhang himodynamischer Parameter mit der ANT-Expression

Der klinische Alltag zeigt uns, daB Patienten mit Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie schlechter
belastbar sind. Ihre Herzen haben oft eine verminderte hdmodynamische Leistungskapazitit gegeniiber denen
gesunder Personen. Bleibt nun die Frage, ob hiermit die Verdnderung der ANT-Isoformexpression in
Zusammenhang steht. Im Folgenden soll der Zusammenhang zwischen einzelnen hdmodynamischen
Parametern und der ANT-Expression untersucht werden.

Das Herzkreislaufsystem hat die Aufgabe, den Bediirfnissen entsprechend die Perfusion des Organismus zu
gewihrleisten. Anhand verschiedener h@modynamischer Parameter kann man die Schwere einer
Herzinsuffizienz beschreiben. Der Kontraktilitdtszustand des Myokards im intakten Organismus wird durch
die basale funktionelle und strukturelle Integritit der einzelnen Myokardeinheiten bestimmt. Patienten mit
Myokarditis und besonders mit dilatativer Kardiomyopathie leiden aufgrund der nachlassenden
Kontraktionskraft des Herzens an einer Volumenbelastung der Herzkammern.

Der Parameter Herzindex (HI (I/min/m?)) beschreibt das normale Herzminutenvolumen in Bezug auf die
Korperoberfldche.

Beim Schlagvolumen handelt es sich um die Blutmenge, die das Herz bei jeder Kontraktion auswirft. Der

Schlagvolumenindex (SVI (ml/m?)) beschreibt das Volumen bezogen auf m? Korperoberflache. Den Anteil
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des Schlagvolumens am enddiastolischen Fiillungsvolumen bezeichnet man als Ejektionsfraktion (EF (%)).
Sie dient als Mal fiir die Kontraktilitdt des Herzens und stellt das Verhiltnis vom Schlagvolumen zum
enddiastolischen Volumen dar.

Uber den enddiastolischen und endsystolischen linksventrikuliren Volumenindex (EDVI und ESVI (ml/m?))
erhidlt man eine Information iiber den Grad der Dilatation des linken Ventrikels. Mittels des
echokardiographisch ermittelten linksventrikuldren Durchmessers (EDD (mm)) wéhrend der Diastole konnen
zusitzlich Riickschliisse tiber den Grad der Herzkammerdilatation gezogen werden. Der linksventrikuldre
enddiastolische Druck (LVEDP (mmHg)) gibt Auskunft iiber die Druckerh6hung innerhalb der
Herzkammern herzinsuffizienter Patienten.

Um eventuelle Zusammenhénge zwischen dem hdmodynamischen Schweregrad der Erkrankung und der
Verschiebung des ANT-Expressionsmusters aufzudecken, wurden die Korrelationen zwischen dem ANT 1/
(ANT 2 + ANT 3)-m-RNA-Verhiltnis und den verschiedenen himodynamischen Funktionsparametern

berechnet.

4.2.1 Patienten mit klinischem V. a. eine Myokarditis

Korreliert wurden die oben genannten hdmodynamischen Parameter der an Myokarditis erkrankten
Patienten mit deren ANT-ratio’s (s. 8.3). In den folgenden Abbildungen (a - g) sind die Korrelationen
dargestellt. Da leider nicht von allen Patienten vollstindige Himodynamikwerte zur Verfligung standen,

wurden nicht immer alle 63 Patienten beriicksichtigt. Die jeweilige Anzahl flir jeden Wert wurde mitn = ?

angegeben.
a) b)
ANT-ratio in Abhéngigkeit vom ANT-ratio in Abhédngigkeit vom
HI Herzindex SVI Schlagvolumenindex
(/min/m? (ml/m?)
8y o 140 .
120 +
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00 . 80 | ¢ ’. . ¢
4+ X 'S . S 3 *
* 'WT_ 60 + s %
2+ 0’0»0\ * 40”. CON 4 ¢
. 20+ ¢ .
0 1 1 1 0 1 1
0 5 10 15 0 5 10 15
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Korrelationskoef.: 0,026 n=>54 Korrelationskoef.: 0,119 n=45
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¢)

d)

ANT-ratio in Abhédngigkeit von
der Ejektionsfraktion
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g)
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Abb.:8 Korrelation der himodynamischen Parameter HI (a), SVI (b), EF (c), ESVI (d), EDVI (e),
LVEDP (f) und EDD (g) mit der ANT-ratio bei MC-Patienten

Aus den Korrelationskoeffizienten von 0,026 fiir HI , 0,119 fiir SVI, 0.395 fiir EF, -0.389 fiir ESVI, -0,306
fiir EDVI, -0,189 fir LVEDP und -0.209 fiir den Parameter EDD 146t sich schlieen, daB kein direkter
Zusammenhang zwischen den einzelnen hier aufgefiihrten Parametern und der ANT-Expression bei einer

Herzmuskelentziindung besteht.

Tab.: 2a Hamodynamikparameter von Patienten mit normalem (n) und

pathologischem (p) ANT-Isoformmuster (ANT-ratio) bei MC

AHT-ratio n| AHT-ratio p p-tHert

HI 315+ 1,44 315 +-078 0,33
VI B91+-236 B9+ 182 0,99

EF 44.4+-204 549 +- 228 011
ESVI 1026+ 65,2 618 +-434 0021
EDVI 1595 +-711 122+ bR B 0,065
LVEDP 155 +-77 144+-82 0,59

FDD 594+ 106 53,1+ 103 0

Werden die Patienten beziiglich ihres ANT-Isoform-Transkriptionsmusters gruppiert und die
hédmodynamischen Parameter dieser beider Gruppen verglichen, so zeigten sich mit Ausnahme des ESVI

keine signifikanten Unterschiede.

4.2.2 Patienten mit DCM

Im Folgenden wurden die himodynamischen Parameter der DCM-Patienten mit den ANT-ratio’s (s. 8.4)
verglichen. In den folgenden Abbildungen (a-g) sind die Korrelationen dargestellt. Auch hier standen nicht
alle Hamodynamikwerte zur Verfiigung. Daher wurde von Parameter zu Parameter mit einer

unterschiedlichen Patientenzahl gerechnet.

30



a) b)
ANT-ratio in Abhdngigkeit vom ANT-ratio in Abhédngigkeit vom
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g)
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Abb.: 9 Korrelation der himodynamischen Parameter HI (a), SVI (b), EF ( ¢), ESVI (d), EDVI (e),
LVEDP (f) und EDD (g) mit der ANT-ratio bei DCM-Patienten

Aus den Korrelationskoeffizienten von -0.017 fir HI, 0.081 fiir SVI, -0.001 fir EF, -0.058 fiir ESVI, -0.02
fir EDVI, -0.032 fiir LVEDP und 0,201 fiir den Parameter EDD 1463t sich schlielen, dal3 ebenfalls kein
direkter Zusammenhang zwischen den einzelnen hier aufgefiihrten Parametern und der ANT-Expression

besteht.

Tab.: 2b Hiamodynamikparameter von Patienten mit normalem (n) und

pathologischem (p) ANT- Isoformmuster (ANT-ratio) bei DCM

AHT-ratio n| AHT-ratio p p-tert
HI 29+ 158 3+-078 084
5¥1 53 hE9+- 284 044
EF 26 436+ 205 041
ESVI 154 B2+ 642 032
EDVI 207 1462 +-79.2 0,46
LVEDFP 13+-93 114+/-54 073
EDD A7+ 283 B9+-81 074

Wie man sieht, sind die p-Werte bei den DCM-Patienten im Vergleich von Personen mit normaler und

verschobener ANT-ratio vollig unsignifikant.
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Tab.: 2c Himodynamikparameter von Patienten mit normalem (n) und

pathologischem (p) ANT-Isoformmuster (ANT-ratio) bei MC + DCM

MC -ODCHM MC -OCHM
AHT-ratio n| AHT-ratio p p-Wert

HT 314414 31e-08 0418
sVI 58,9.0- 22,7 59.0-29 0915
EF 435 +- 20,4 494217 026
ESVI 104 +- 63,4 74 4-54,1 0.17
EDVI 1613 +- B9 1344+ 673 026
LVEDP 154 +/- 7.6 129471 056

EDD 59,5 +- 10,1 584495 0.7

Tabelle 2¢ zeigt zusammengefalit Himodynamikdurchschnittswerte der Patienten mit MC bzw. DCM
normalem oder verschobenem ANTI1/ (ANT2 + ANT3) - Verhiltnis. Hier ergaben sich keine deutlichen

Unterschiede.

4.3 Bedeutung des Entziindungsgrades fiir die ANT-Expression

Mittels der Immunhistologie ist es moglich, genaue Aussagen iiber den Entziindungsgrad einzelner
Herzbiopsien zu machen. Der Expressionsgrad verschiedener Oberflichenmarker (CD2, CD3, CD4, CDS,
HLA1 und HLA2) wurde hierfiir benutzt.

Es gibt mittlerweile eine einheitliche Nomenklatur fiir Zelloberflichenmarker, das CD-System (cluster-
designation), in welchem die Marker fortlaufend als CD1, CD2 usw. numeriert werden (23).

Bei CD2 und CD3 handelt es sich um Marker fiir alle T-Zellen, CD4 ist ein Marker fiir T-Helfer-Zellen. Bei
CD8 handelt es sich um einen Marker fiir zytotoxische oder Suppressor-T-Zellen (23, 26). Beim UCHL
handelt es sich um einen Marker aktivierter Lymphozyten.

Beim HLA-System (human leucocyte antigen system) handelt es sich um eine Gruppe genetisch
determinierter Gewebsantigene des Menschen. Sie werden auch Histoinkompatibilitdtsantigene genannt.
Eine verstirkte Expression dieser Oberflachenantigene wird im menschlichen Gewebe nachgewiesen, wenn
eine Autoimmunerkrankung, eine AbstoBungsreaktion, ein viraler Befall oder eine andere Entziindung
vorliegt (38). Somit kann die Stirke der Expression dieser Oberflichenproteine Hinweise auf ein

entziindliches Geschehen in den untersuchten Myokardbiopsien geben (39).
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Tab.: 3 Aufschliisselung der Anzahl der Myokarditispatienten nach ihrer immunhistologischen

Beurteilung und ihrer ANT-ratio

Befund n [gesamt) ANT-ration ANT ratiop

positty 47 29 18

negatry 14 7 7
keme Daten 1 1 1]
worhanden

Es kann zwischen positiven und negativen Befunden immunhistologischer Untersuchungen differenziert
werden. Der Befund wurde als positiv bezeichnet, wenn das Myokard mit mehr als 2 Lymphozyten pro
Gesichtsfeld erhohte Makrophagenzahl oder eine vermehrte HLA- und

infiltriert war, eine

Adhisionsmolekiiexpression nachweisbar waren. Bei einem negativen Befund konnten keinerlei
entziindliche Reaktionen immunhistologisch registriert werden. Insgesamt stellte sich heraus, daB kein
direkter Zusammenhang zwischen einem positiven oder einem negativen Entziindungsgrad und einer
pathologischen ANT-ratio besteht, wenn man alle Oberflichenmarker gemeinsam betrachtet.

Im Folgenden wurde dargelegt, ob einZusammenhang zwischen der Anzahl der infiltrierenden

Entziindungszellen und dem ANT-Expressionsmuster besteht. Dafiir wurde jeweils die Erstbiopsie

verwendet.
a) b)
ANT-ratio bei MC-Patienten ANT-ratio bei MC-Patienten
in Abhangigkeit vom CD 2 in Abhangigkeit vom CD 3
cho2 Cch3
4 4
| p= 0,045 | s —
3+ 3+
2+ 2+
1+ 1+
0 . :
ANTn ANTp ANTn ANTp
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Abb.:10 Zusammenhang der immunhistologischen Parameter CD2 (a), CD3 (b), CD4 (c),
CDS8 (d) und UCHL (e) mit der ANT-ratio

Es 14Bt sich erkennen, daBl die Patienten mit der normalen ANT-ratio eine groBere Menge entziindlicher
Infiltrate aufweisen, als die mit einer pathologischen ANT-ratio. Aus den p-Werten von p = 0,045 fiir CD 2,
von p = 0,043 fiir CD 3 und p = 0,0067 fiir CD 8 kann man sehen, daf} ein signifikanter Unterschied
zwischen den MC-Erkrankten mit normaler und denen mit verschobener ANT-ratio besteht. Beim UCHL
besteht ein anndhernd signifikanter p-Wert von 0,068 und bei CD 4 liegt mit einem p-Wert von 0,36

iiberhaupt keine Signifikanz vor.

4.4 Bedeutung der myokardialen viralen RNA-Infiltration fiir die ANT-Expression

Mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) war es moglich, enterovirale RNA im Herzmuskelgewebe
von Myokarditispatienten und Kontrollpersonen nachzuweisen. Innerhalb des Kontrollkollektives konnte nur
bei zwei Personen Virus-RNA nachgewiesen werden (7 %). Bei den 62 untersuchten Myokarditispatienten

konnte in 27 Féllen ein positiver Virusnachweis (43,5 %) und in 35 Féllen ein negativer Virusnachweis (46,5
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%) erfolgen. Die 40 untersuchten DCM-Patienten zeigten in 16 Fillen einen positiven (40 %) und in 24
Fillen einen negativen (60 %) Virusnachweis.

Es besteht zwischen der Kontrollgruppe und den virusnegativen MC-Patienten mit einem p = 0,082 keine
Signifikanz. Bei dem Vergleich der viruspositven Patienten mit der Kontrollgruppe liegt mit einem p-Wert
von 0,0006 ein hoch signifikanter Unterschied vor. Zwischen viruspositven und virusnegativen Patienten mit
entziindlicher Herzerkrankung 148t sich mit einem p = 0,0318 ein ebenfalls signifikanter Unterschied
nachweisen. Folglich kann man festhalten, dal Viruspositivitdt und geringe Myokardinfiltration gemeinsam
ein sehr hohes Risiko fiir eine verschobene ANT-Isoformexpression darstellen.

Die Auswertung zeigte, dall lange nicht jede Virusinfektion zwangsweise zu einer Verdnderung der ANT-
Expression fiihrt. Dennoch kann ein Zusammenhang zwischen viraler Infektion und einer Anderung des

ANT-Expressionsmusters vor allen bei den MC-Patienten nicht geleugnet werden.

Abb.: 11
Vergleich der Patienten mit entziindlicher
Myokardinfiltration bei positivem oder negativem
Virusbefund
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Von den viruspositiven Myokarditispatienten (n = 27) besallen 15 (56 %) ein verdndertes ANT-
Expressionsmuster und 12 Patienten (44 %) eine normale Expressionsverteilung.

Bei den virusnegativen MC-Patienten (n = 35) wiesen 10 Personen (29 %) ein pathologisches und 25 (71,43
%) ein normales ANT-Expressionsmuster auf.

Die viruspositiven DCM-Patienten (n=16) zeigten in 16 Fillen (100%) ein pathologisches ANT-
Expressionsverhalten. Die Virusnegativen hingegen wiesen in 20 Fillen (83,3%) einen ANT-
Expressionsanteil aulerhalb und in 4 Féllen (16,7%) einen innerhalb des Normbereiches auf.

Bei den DCM-Patienten jedoch zeigt der p-Wert von 0,24 keinen signifikanten Unterschied.
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Folgende Tatsache ist bei den Messungen zu beachten. Virale RNA ist oft nur in der Anfangsphase der
Erkrankung nachweisbar. Man kann nicht davon ausgehen, dal3 es bei einem chronischen Krankheitsverlauf
immer zur Viruspersistenz kommt. Die meisten der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Patienten
befanden sich zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme nicht mehr in der Akutphase ihrer Erkrankung. Meistens
wurden sie erst bei fortgeschrittener Erkrankung aus anderen Kliniken aufgrund schlechter
Behandlungserfolge in die Universitatsklinik zur weiteren Diagnostik tiberwiesen. Daher war es nicht
moglich alle Virusinfektionen zu erfassen.

Im Folgenden soll untersucht werden ob die ANT-Isoformexpression bei viruspositiven MC-Patienten, die
die eine entziindliche Myokardinfiltration aufweisen ( siche positiv bewertete Befunde in Tab. 5) beeinfluflt
werden kann von einzelnen immunhistologischen Parametern. In (4.3) wurde bereits untersucht, ob ein
direkter Zusammenhang zwischen diesen Parametern und der ANT-ratio alleine besteht, jetzt kommen noch

die Kriterien Viruspositivitit oder Virusnegativitit hinzu. Es wurde nur der CD 3 verwendet.

Abb.: 12 a Abb.: 12 b
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Es fallt auf, daB3 die p-Werte durchaus signifikant sind, so liegt bei den viruspositiven MC-Patienten mit

einem p von 0,00005 sogar hochste Signifikanz vor.

4.5 Verlaufsbiopsien Teil 1

Bei Patienten, deren Erstbiopsien einen grenzwertigen oder positiven Befund hatten, wurden in Abstidnden
von einem bis zehn Monaten Verlaufsbiopsien entnommen. Einige Myokarditiskranke wurden bis zu fiinf

mal kontrollbiopsiert. Hierdurch war es moglich, den Krankheitsverlauf zu beurteilen.
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Definitionsgemédl liegen bei der DCM keine entziindlichen Infiltrate vor. Daher war es hier nicht nétig,
Kontrollbiopsien zu entnehmen, um die entztiindliche Infiltration zu kontrollieren. Es existieren folglich
keine Verlaufsbiopsien.

Anhand der Kontrollbiopsien bestand die Moglichkeit den Verlauf der ANT-Expression in Zusammenhang

mit verschiedenen schon vorab erwihnten Parametern zu beurteilen.

4.5.1 Entziindungsgrad

Demgegeniiber verdnderte sich im Verlauf der Erkrankung bei sechs Patienten die Anzahl der
immunhistologisch nachgewiesenen Infiltrate (Patientennr. 2, 9, 20, 37, 53, 58). Trotz der Anderungen der

Immunbhistologiebefunde blieben die entsprechenden ANT-Verteilungsmuster erhalten.

4.5.2 Virus

Wie schon in 4.4 beschrieben, neigen Patienten mit positivem Virusbefund eher dazu ein pathologisches
Isoformmuster zu entwickeln als jene mit negativem Virusnachweis. Bleibt jetzt nur noch zu untersuchen, ob
eine Viruspersistenz notig ist, damit die ANT-Expression dauerhaft veréndert bleibt. Denn virale RNA ist
meist nur in der Anfangsphase der Erkrankung nachweisbar, und es kommt nicht notwendigerweise bei
einem chronischen Krankheitsverlauf zu einer Viruspersistenz. So war bei zwei Patienten in allen
Verlaufsbiopsien ein Virus nachweisbar (,,Viruspersistenz*) (Patientennr. 29, 49) bei vier anderen iiberhaupt
nicht (Patientennr. 26, 46, 53, 54). Wiederum vier hatten in mindestens einer Biopsie einen positiven und in
mindestens einer Biopsie einen negativen Virusnachweis (Patientennr. 2, 17, 28, 37). Bei all diesen Patienten
blieb ein einmal erworbener Isoformshift auch in den Verlaufsbiopsien erhalten, unbeeinfluB3t davon, ob eine
Viruspersistenz vorlag oder nicht. Als Ergebnis bleibt festzuhalten, daBl zwar ein Viruseinfluf auf die ANT-

Expressionsédnderung besteht, fiir deren Aufrechterhaltung jedoch keine Viruspersistenz notwendig ist.

4.6 Bedeutung der Krankheitsdauer fiir die ANT-Expression

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Herzmuskelbiopsien von Patienten untersucht, die eine unterschiedlich
lange Krankheitsdauer aufwiesen. Einige litten erst seit wenigen Monaten unter der Erkrankung andere
hingegen seit mehr als zehn Jahren. Um zu iiberpriifen, ob die ANT-Verschiebung einen Marker fiir einen
ungiinstigen Krankheitsverlauf darstellt, wurden die Myokarditispatienten in zwei Gruppen geteilt. Der eine
Teil wies eine Myokarditisanamnese von hochstens zwei Jahren auf (Gruppe 1, n = 26), beim anderen Teil
lag die Erkrankung schon seit langer als zwei Jahren vor (Gruppe 2, n = 35). Von einem Patienten war mir
die Krankheitsdauer nicht bekannt, daher wurde er in diesem Teil meiner Arbeit nicht beriicksichtigt.

Auf gleiche Weise wurden auch die DCM-Patienten eingeteilt. Hierbei umfafite Gruppe 1 (Krankheitsdauer

unter zwei Jahren) n = 23 Patienten und Gruppe 2 (Krankheitsdauer grof3er zwei Jahren) n = 17 Patienten.
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Abb.: 13

Darstellung der prozentualen Anteile der normalen und
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Bei den MC-Patienten wiesen innerhalb der ersten Gruppe 11 Patienten (42,3 %) eine verdnderte ANT- ratio
auf. Bei der zweiten Gruppe konnte bei 15 Patienten (42,86 %) ein pathologisches Verteilungsmuster
nachgewiesen werden.

Beim DCM-Patientenkollektiv hatten 20 Patienten (86,9 %) innerhalb der ersten und 16 Patienten (94 %)
innerhalb der zweiten Gruppe eine pathologische ANT-Expression.

Diese Werte lassen darauf schlieBen, dal die ANT-Expression in keinerlei Zusammenhang mit der
Krankheitsdauer steht. Es besteht kein signifikanter Unterschied, da der p-Wert der MC-Patienten mit einer
pathologischen ANT-ratio im Vergleich Gruppe I zu Gruppe II nur 0,62 betrdgt. Bei den DCM-Patienten
liegt der p-Wert bei 0,85.

4.7 Bedeutung des allgemeinen Krankheitszustandes des Patienten fiir die ANT-Expression

Nur wenige der Patienten litten lediglich unter einer Myokarditis oder einer dilatativen Kardiomyopathie.
Die meisten wiesen noch andere pathologische kardiale Symptome wie Hypertonie, EKG-Verdnderungen,
Perikardergiisse, periphere Odeme und andere Stauungszeichen auf. Andere hingegen litten noch zusitzlich
unter Krankheiten, die nicht direkt das Herz betrafen. Diese waren z.B. Niereninsuffizienz, Diabetes
mellitus, Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, Bronchialcarcinome, Tuberculose und Polyarthritis. Um
zu lberpriifen, ob die ANT-Expression abhingig vom allgemeinen klinischen Zustand der einzelnen
Patienten war, wurden diese in drei Gruppen eingeteilt.

I: Bei den Patienten wurde nur ein Verdacht auf Myokarditis/DCM diagnostiziert.

II: Die Patienten litten neben dem Verdacht auf eine Myokarditis/DCM noch unter mindestens einer weiteren

pathologischen, kardialen Symptomatik (s.o.).
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III: Bei den Patienten lag neben dem V. a. eine Myokarditis/DCM und einer eventuellen weiteren
pathologischen, kardialen Symptomatik noch mindestens eine Krankheit eines extrakardialen Organs vor.
Bei den MC-Patienten bestand die Gruppe I aus elf , die Gruppe II aus 22 und die Gruppe III aus 27
Patienten.

Bei den DCM-Patienten bestand die Gruppe I aus 6, die Gruppe II aus 20 und die Gruppe III aus 14

Patienten.

Abb.: 14

Darstellung der prozentualen Anteile der
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In der Myokarditisgruppe wiesen von den Patienten der Gruppe I 3 (27,3 %) ein pathologisches
Expressionsmuster auf. In der Gruppe Il waren es 10 (45,45 %), und von der Gruppe III waren es 13 (44,8
%) Personen.

Im DCM-Patientenkollektiv wiesen innerhalb der Gruppe 1 5 Personen (83,26 %) ein pathologisches ANT-
Isoformmuster auf. Innerhalb der Gruppe II waren es 18 (90 %) und innerhalb der Gruppe III 13 Patienten
(92,9%).
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Tab.: 4a Krankheitsgrad-p-Werte bei MC-Patienten

mit pathologischer ANT-ratio

Tab.: 4 b Krankheitsgrad-p-Werte bei DCM-Patienten

mit pathologischer ANT-ratio

p-Wert Grad Grad II GradII1 p-Wert Grad Grad I Grad I11
Gradl hod p=10398 p=038 Gradl hod p=004 p=031
Gradll | p=039% W p=0§19 Grad 11 p=004 W p=02
Gradlll | p=032 p=0£19 ¥ Grrad 11 p=031 n=102 ¥

Anhand dieser p-Werte kann man sehen, dafl bei den MC-Patienten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Krankheitsgraden bestehen. Alle Werte liegen zwischen 0,619 und 0,38.

Bei den DCM-Patienten mit pathologischer ANT-ratio liegen die p-Werte zwischen 0,31 und 0,04 also
deutlich tiefer. Zwischen Grad I und Grad II liegt mit einem p = 0,04 sogar ein signifikanter Unterschied vor.
Als Ergebnis kann man festhalten, dafl bei Patienten mit multiplen Herzerkrankungen eine Tendenz dazu
besteht oOfters eine pathologische ANT-Expression aufzuweisen, als Personen, bei denen vorwiegend
extrakardiale Organe geschédigt sind. Statistisch ist diese Tendenz jedoch meist nicht als signifikant zu

werten.

4.8 Verlaufsbiopsien Teil 2
4.8.1 Himodynamik

Obwohl sich bei vier Patienten unter der Therapie die himodynamische Herzfunktion besserte (Patientennr.
21, 38, 50, 55) oder auch bei sechs verschlechterte (Patientennr. 12, 26, 28, 29, 34, 53) blieb eine einmal
stattgefundene Anderung der ANT-Werte bestehen.

4.8.2 Krankheitsstadium

Bei den Patienten, die mehrfach biopsiert wurden, war es mdglich, den Krankheitsverlauf zu begutachten. Es
bleibt nun zu beurteilen, ob eine Verdnderung der ANT-Expression Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf
hat. So wurde das klinische Befinden dieser Leute {iber mehrere Jahre betrachtet. Zu den klinisch erhobenen
Daten zéhlten die Verdnderungen des Allgemeinzustandes, der Belastbarkeit (NYHA, Treppenetagen), der
Hiamodynamik und auch allgemein des subjektiven Befindens der einzelnen Patienten. Dies alles wurde
verglichen mit der ANT-Isoformverteilung. Hierbei konnte festgestellt werden, dal das ANT-
Verteilungsmuster im weiteren Krankheitsverlauf nicht mehr wesentlich verdndert wurde. Man kann sagen,
daB ein bei Krankheitsbeginn eingetretener ANT-Isoformshift im weiteren Krankheitsverlauf, gleichgiiltig,
ob Befundbesserung oder -verschlechterung vorliegt, unveridndert blieb. So verschlechterte sich das
Allgemeinbefinden und die Belastbarkeit von neun Patienten (Nr. 3, 9, 12, 14, 26, 33, 43, 46) deutlich.

Hierbei handelte es sich hauptsdchlich um éltere Patienten, die z.T. unter mehreren Begleiterkrankungen
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(finf dieser Patienten waren dem Krankheitsgrad III zuzuordnen) litten. Bei acht Erkrankten (Nr. 5, 11, 15,
20, 24, 34, 51, 53) trat keine Verdnderung des Krankheitszustandes ein. Hierbei handelte es sich
hauptsidchlich um ménnliche Kandidaten, die unterschiedlichen Alters waren. Nur drei von ihnen waren dem
Krankheitsgrad III zuzuordnen. Bei zehn Personen (Nr. 2, 17, 21, 23, 25, 29, 37, 49, 54, 62) trat eine
deutliche Befundverbesserung ein. Dies waren hauptséchlich jiingere Patienten, nur zwei waren dlter als 70
Jahre. AuBlerdem hatten sie deutlich weniger Begleiterkrankungen als die Patienten, bei denen eine

Befundverschlechterung eingetreten war.

Tab.: 5 Aufschliisselung der Befundénderungen bei pathologischen oder normalen ANT-

Expressionen bei MC-Patienten mit Verlaufsbiopsien

AHT pathologisch AHT normal
Befundver- 1 5
bhesseruny
keine Befund- 3 5
anderung
Befundvrer- . 5
schlechterung

Stellt sich nun die Frage, ob die ANT-Expressionsinderungen prognostische Aussagen fiir den
Krankheitsverlauf zulassen. Hierbei zeigte sich, dafl Patienten mit pathologischen ANT-Werten weitaus
haufiger eine Krankheitsverschlechterung zeigten als Patienten mit einer normalen ANT-Expression. All
diese Patienten waren schlechter belastbar, konnten weniger Treppenetagen steigen und hatten insgesamt
verminderte Gehstrecken, ihre Himodynamik und ihr Allgemeinbefinden verschlechterte sich im weiteren
Krankheitsverlauf stetig und es lieBen sich nur diirftige Therapieerfolge festmachen.

So wiesen 88% (n = 8) der Patienten, bei denen sich das Krankheitsbild unter der Therapie besserte eine
ANT-Expression innerhalb und nur 12% (n = 1) eine aulerhalb des Normbereiches auf.

Jene Erkrankte, deren klinisches Befinden sich im Verlauf nicht dnderte, hatten zu 62,5% (n = 5) ein
normales und zu 37,5% (n = 3) ein pathologisches ANT-Verteilungsmuster.

Die Personen jedoch, deren Zustand sich stark verschlechterte hatten zu 22,3% (n = 2) normale und zu

77,7% (n = 7) pathologische ANT-Werte.
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Abb.: 15 I: Befundverbesserung, II: keine Befundénderung, I1I: Befundverschlechterung
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Wie die p-Werte zeigen besteht mit einem p = 0,0044 ein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten
mit Befundverbesserung und -verschlechterung. Zwischen den Patienten ohne Befundénderung und denen
mit Befundverbesserung besteht mit p = 0,2005 keine Signifikanz. Bei den Patienten mit
Befundverschlechterung und denen ohne Befundidnderung betridgt der p-Wert 0,0921. Er zeigt lediglich
tendentiell eine Signifikanz, ist statistisch jedoch nicht als eindeutig zu werten.

Da die ANT-Expressionsdnderung ein Ereignis zu Beginn der Erkrankung darstellt, das zumindestens fiir
einen langen Zeitraum (wahrscheinlich fiir immer) bestehen bleibt, kann man sagen, daf} Patienten mit
pathologischer ANT-Verteilung eine schlechtere Prognose haben als solche mit normalen Werten.

Die Verlaufsmessungen der einzelnen Patienten zeigten, da3 Patienten, die einmal eine verdnderte ANT-
Expression hatten, diese auch in ihrem weiteren Krankheitsverlauf beibehielten. Ebenso zeigten die
Personen, die bei ihrer Erstbiopsie ein normales ANT-Verteilungsmuster aufwiesen, auch im weiteren

Krankheitsverlauf ANT-Werte im Normbereich und einen deutlichen Trend in der Befundbesserung.
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5 Diskussion

Im Myokard von MC-Patienten kommt es in Abhéngigkeit von einer enteroviralen Infektion und einer
geschwichten T-Zell-abhdngigen Immunantwort zu einer Expressionsverdnderung der ANT-Isoformen. Der
ANT I-Anteil erhoht, der vom ANT 2 verringert sich und der des ANT 3 bleibt annéhernd konstant.

Eine solche Verdnderung ist auch bei Patienten mit DCM, ein mogliches Folgestadium einer MC,
nachzuweisen, wihrend Patienten mit KHK oder Herzklappenfehler keine verdnderte myokardiale ANT-

Expression erkennen lassen.

5.1 Eine myokardiale enterovirale Infektion ist mit einer veranderten ANT-

Isoformexpression assoziiert

Um die Bedeutung der Enterovirusinfektion fiir die ANT-Genexpressionsidnderung nidher zu annalysieren,
wurden die in dieser Arbeit verwendeten Biopsien mittels PCR auf enterovirale RNA untersucht. Nur zwei
Patienten des Kontrollkollektives (8%), jedoch 43,5% der MC- und 40 % der DCM-Patienten zeigten einen
positiven Virusnachweis. In der Literatur liegen die Werte beziiglich des Virusnachweises fiir MC zwischen
7-47%, fir DCM zwischen 0-46% und fiir Kontrollkollektive zwischen 0-17% (32, 33). Eine friihere Studie
belegt, dafl Patienten mit KHK, Vitien oder toxischer Kardiomyopathie keine virale RNA in ihrem Myokard
aufweisen (50). Somit liegt der Schwerpunkt der Virusinfektion im MC- und DCM-Patientenkollektiv.
Innerhalb der ersten zwei Wochen nach dem Virusbefall zeigen sich gewdhnlich die ersten kardialen
Symptome. Es kommt zu fleckformigen Fibrosierungen des Endo- und Myokards, zum scholligen Zerfall der
Myokardiozyten, zu regressiven Verkalkungen und zur Ausdiinnung und Desorganisation retikuldrer Fasern.
Im Endstadium einer Virusmyokarditis ist eine erhebliche interstitielle Myokardfibrose mit
Herzwandausdiinnung und Herzkammererweiterung nachzuweisen (17). Je nach dem Immunstatus, der
genetischen Préadisposition und der Summe der Begleiterkrankungen bildet sich die Myokarditis innerhalb
von vier Monaten zuriick oder wird chronisch.

Bei einem chronischen Verlauf besteht keinerlei Zusammenhang zwischen der Krankheitsdauer, der
Viruspersistenz und der Menge an immunhistologisch nachweisbaren Infiltraten. Es gibt jedoch einen
direkten Zusammenhang zwischen einer Virusinfektion und der Verdnderung der ANT-Isoformexpression.
Im Gesamtkollektiv aller untersuchten MC-Patienten besallen nur 29 % der virusnegativen Personen jedoch
56 % der viruspositven eine pathologische ANT-Verteilung.

Bei den virusnegativen Patienten mit pathologischem ANT-Muster spielt sicherlich der Zeitpunkt der
Biopsieentnahme (s.0.) und die Wirtsgenetik eine wichtige Rolle. Es ist anzunehmen, dal einige der nun
virusnegativen Patienten zu einem fritheren Krankheitszeitpunkt viruspositiv gewesen sind. Damals erfolgte
dann der ANT-Isoformshift, welcher nicht reversibel ist. Ferner ist zu beachten, daf} sich viele der Patienten

in einem Spitstadium ihrer Erkrankung befanden, da sie erst einige Zeit nach ihrem Erkrankungsausbruch
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aufgrund schlechter Heilungserfolge an die Uniklinik itiberwiesen wurden. Daher war ein positiver
Virusnachweis teilweise nicht mehr mdglich.

Einige viruspositive Patienten weisen kein pathologisches ANT-Muster auf. Dieses konnte im
Zusammenhang mit der Existenz verschiedener Subtypen des Coxsackie-B-Virus stehen. Einige scheinen
einen Isoformshift auszulésen und andere nicht. Dies kann auch eine Erklarung dafiir sein, da3 manche
virusnegative Patienten eine verdnderte ANT-Isoformexpression haben. Eventuell sind sie von
Virussubtypen infiziert, die mit unseren labortechnischen Methoden zwar nicht nachweisbar sind, aber
dennoch die ANT-Verteilung beeinflussen.

Weiterhin scheint die Viruspersistenz keine zwingende Vorraussetzung fiir den weiteren Verlauf der
Erkrankung zu sein. Sie ist nicht verantwortlich fiir die Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion oder den

Ubergang in eine chronische Myokarditis bzw. in eine DCM.

5.2 Die Rolle der T-zellabhiingigen Immunreaktion

Wenn man von der Tatsache ausgeht, da3 die Virusinfektion eine Art Trigger fiir einen ANT-Isoformshift
darstellt, dann ist es nicht verwunderlich, da3 ein durchaus relevanter Unterschied zwischen Patienten mit
normaler und pathologischer Isoformexpression bei entziindlicher Myokardinfiltration besteht. Myokard mit
normaler ANT-Verteilung weist wesentlich hoéhere T-Lymphozyteninfiltrate auf, als jenes mit
pathologischem Verteilungsmuster. Man kann also sagen, dafl ein ANT-Isoformshift meist in Herzen auftritt,
die zwar eine Virusinfektion aufweisen, jedoch wenig Lymphozyteninfiltrate haben. Eine starke
Entziindungsreaktion als Ausdruck einer aktiven, zelluldren Immunantwort scheint protektiv zu wirken, und
das Herz vor einem ANT-Shift zu schiitzen.

Bei einer Studie mit Coxsackie-B3-infizierten Mausen, bei denen die CD8-Lymphozyten eliminiert wurden,
zeigte sich ein enormer Virustiteranstieg (54,55). Die CDS8-Lymphozyten wirken viruseliminierend, sie
schiitzen das Gewebe daher indirekt vor einem ANT-Isoformshift. So zeigt das Herzmuskelgewebe, welches
hohe CD8-Lymphozyteninfiltrate aufweist, sehr hdufig eine normale ANT-Isoformverteilung.

Bei den DCM-Patienten lag definitionsgeméf keine entziindliche Infiltration vor. Dennoch liegt hier eine

starke ANT-ratio-Veridnderung vor, da die protektive Entziindug fehlt.

5.3 Die Himodynamik und die Krankheitsdauer haben keinerlei Einfluss auf die ANT-

Verteilung

Es lielen sich keinerlei Zusammenhénge zwischen der ANT-ratio und der Druck- und Volumenbelastungen
des Herzens nachweisen. Dies zeigte sich sowohl bei den MC- als auch bei den DCM-Patienten. Schon in
einer japanischen Studie wurde ermittelt, da3 keinerlei Relation zwischen der Himodynamik und einem
positiven ANT-Antikorpernachweis besteht (48).

Gestorte myokardiale Druck- und Volumenbelastungen kommen bei vielen Herz- Kreislauferkrankungen
vor. Sie sind keineswegs spezifisch fiir eine Myokarditis oder Kardiomyopathie. Bei all diesen anderen

Erkrankungen kommt es zu keinen ANT-Verdnderungen. Géibe es einen Zusammenhang zwischen ANT-
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ratio und Hadmodynamik, wire ein ANT-Isoformshift sicher hdufiger bei allen cardialen Erkrankungen zu
beobachten.

Es ist anzunehmen, daB bei einer langen Krankheitsdauer von MC oder DCM héufiger ANT-
Isoformexpressionsédnderungen auftreten als bei einem kurzen Verlauf. Es steht eine lingere Zeitspanne zur
Verfiigung. Dies ist jedoch keineswegs der Fall. So erfolgt ein ANT-Isoformshift in der Anfangsphase der
Erkrankung und nicht erst wenn diese einen chronischen Verlauf hat. Diese Expressionsédnderung bleibt dann
dauerhaft bestehen, ganz egal ob sich ein rasches Ausheilen oder ein chronischer Verlauf der Erkrankung

einstellt. Der ANT-Isoformshift ist daher krankheitsdauerunabhéngig.

5.4 Ist ein multipel geschidigter Herzmuskel anfilliger fiir eine ANT-Isoformverschiebung?

Patienten mit multiplen Herz-Kreislauferkrankungen (Gruppe II) weisen héufiger eine Isoformverédnderung
auf als nur an MC oder DCM erkrankte Leute (Gruppel). Patienten, die aulerdem an extrakardialen Organen
geschédigt sind, zeigen ebenfalls hdufiger eine abgewandelte ANT-ratio. Eine Erkldrung wére, daf} solche
Patienten, die durch ihre Vorerkrankungen abwehrgeschwécht sind leichter eine myokardiale Virusinfektion
bekommen koénnen. Hierdurch wird dann bekanntermaBlen der ANT-Isoformshift begilinstigt. Andererseits
konnte eine virale Infektion zu einer Abwehrschwiche des Immunsystemes fithren. Diese fiihrt dann zu

intrazelluldren Verdnderungen und einem schweren Krankheitsverlauf.

5.5 Welche Mechanismen beeinflussen die ANT-Isoformexpressionsinderung?

Genaue Mechanismen fiir den Zusammenhang zwischen viraler Infektion und ANT-Veridnderung sind noch
unklar. Eine Virusinfektion kann zu autoimmunologischen Prozessen im Wirtsorganismus fithren. Dies
geschieht entweder durch die Freigabe oder Expression versteckter Antigene oder durch antigenetische
Determinanten, die sich der Virus und die Gastzelle teilen.Andererseits scheint das Virus die Produktion von
Cytokinen und anderen Entziindungsmediatoren wie z.B. NO auszuldsen. Diese an sich konnen den
molekularbiologischen und biochemischen Prozess der Myozyten verdndern. So konnten bei Méusen, die an
einer chronischen MC litten, eine starke Anhdufung von Cytokinen nachgewiesen werden, obwohl die
histologischen Infiltrate bereits abgesunken waren (55, 56). Cytokine und NO scheinen den zeitabhéngigen,
programmierten Zelltod der Herzmyozyten zu begiinstigen. Bei der Apoptose spielt der ANT eine wichtige
Rolle (57). Eine solche Anhdufung von Cytokinen und NO wurde ebenfalls im Myokard von an MC oder
DCM erkrankten Patienten gefunden (55).

In einem Tiermodel (59) wird das Coxsackie-B3-Virusgenom in Mauseoozyten implantiert. Dieses 16st dann
bei den sich entwickelnden Miusen eine DCM aus. Es 16st daher vollig unabhéngig vom Immunstatus der
Tiere und seinen zytopathischen Effekt aus. Die reine Expression der viralen Proteine an sich reicht also

schon, um eine DCM auszuldsen.
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5.6 Welche Konsequenzen hat der ANT-Isoformshift fiir das Myokard und welche
prognostischen Aussagen lif}t er zu?

Im Herzmuskelgewebe von Coxsackie-B3-infizierten A/J-Méusen lie sich eine Akkumulation von ATP in
den Mitochondrien nachweisen. Gleichzeitig zeigte sich eine Akkumulation von ADP im Cytosol. Ein
solches Ungleichgewicht in der ATP / ADP-Verteilung weist auf eine gestorte ANT-Funktion, die mit einer
gestorten Herztitigkeit korrelierte, hin. Eingeschriankte Myokardfunktion korreliert daher mit einem ANT-
Isoformshift.

Daher ist es nicht verwunderlich, dafl Patienten mit einem pathologischen ANT-Isoformshift fast alle in
ihrem Krankheitsverlauf schlechter belastbarer und therapierbarer waren. Jene mit einer normalen ANT-ratio
zeigten einen deutlicheren Trend zur Befundbeserung. Langzeituntersuchungen miissen den Trend beweisen,
dall Patienten mit in der Frithphase erfahrenem ANT-Isoformshift eine schlechtere Prognose haben. Die
besten Aussichten haben diejenigen, bei denen zu Krankheitsbeginn eine hohe Myokardinfiltration mit T-

Lymphozyten und keine Virusinfektion vorlag.
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6 Zusammenfassung

Herzmuskelentziindungen werden meist durch Enteroviren ausgeldst. Bei diesen Virusmyokarditiden oder
dilatativen Kardiomyopathien kann es zu einer krankheitsspezifischen Verschiebung des ANT-
Expressionsmusters im Herzmuskelgewebe kommen. Der ANT 1-Anteil ist bei einem erniedrigtem ANT 2-
und unverdnderten ANT 3-Anteil erhoht. Der ANT ist verantwortlich fiir den Transport von ADP und ATP
tiber die innere Mitochondrienmembran und spielt daher eine wichtige Rolle im zelluldren
Energiestoffwechsel und der Apoptose. Es stellte sich nun die Frage, welche Faktoren fiir die ANT-
Isoformverschiebung verantwortlich gemacht werden kdnnten. Dazu untersuchten wir myokardiale Biopsien
von Patienten mit dem klinischen V.a. eine MC oder DCM.

38,7 % der MC - und 87,5 % der DCM-Patienten waren von einer Verschiebung des ANT-
Isoformexpressionsmusters betroffen. Jenes wurde mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
bestimmt. Es bestand keinerlei Zusammenhang zwischen den in der Herzkatheteruntersuchung ermittelten
Héamodynamikdaten und der ANT-Verteilung. Ferner hatte die Krankheitsdauer keinerlei entscheidenden
Einfluss.

Es bestand hingegen eine enge Korrelation zwischen dem Nachweis enteroviralem Genoms im Myokard und
der abgwandelten ANT-Verteilung. Mittels der PCR war es mdglich, enterovirale RNA im
Herzmuskelgewebe nachzuweisen. Bei 56 % der viruspositiven MC-Patienten und sogar 100 % der
viruspositiven DCM-Patienten lag ein ANT-Isoformshift vor. Jedoch zeigten Patienten mit einer normalen
ANT-Verteilung signifikant hdufiger entziindlich bedingte Lymphozyteninfiltrationen. Diese konnten mit
immunhistologischen Techniken bestimmt werden. Nicht alle viruspositiven Patienten hatten eine verdnderte
ANT-Isoformexpression. Jene mit normaler ANT-Verteilung wiesen deutlich héufiger eine kardiale
Lymphozyteninfiltration auf.

Patienten, die durch ihre Vorerkrankungen abwehrgeschwécht sind, konnen leichter eine myokardiale
Virusinfektion bekommen. Hierdurch wird dann bekanntermallen der ANT-Isoformshift begiinstigt.
Untersuchungen an Verlaufsbiopsien ergaben, dafl Patienten mit einer pathologischen ANT-Verteilung in
ihrem Krankheitsverlauf schlechter belastbarer und therapierbarer waren. Jene mit einer normalen ANT-
Verteilung hatten eine deutlich bessere Prognose.

Eine ANT-Isoformexpressionsdnderung tritt gehduft bei einer enteroviralen Infektion und einer
geschwichten T-zellabhdngigen Immunantwort auf. Eine starke kardiale Lymphozyteninfiltration als
Ausdruck einer aktiven, zelluldren Immunantwort wirkt protektiv und schiitzt das Herz vor einem ANT-
Shift. Bei einer Verdnderung der kardialen ANT-Isoformexpression kommt es zu einer Funktionsstdrung des
ANT-Gesamtproteins des Herzens. Hierdurch wird der ATP-Transport und somit der myokardiale

Energiestoffwechsel eingeschrinkt.
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8 Anhang

8.1 ANT-Verteilung bei Myokarditispatienten
ANT2 ANT3 ANT2 + ANT3 ANT-ratio

Nummer
MC 1
MC 2
MC 3
MC 4
MC 5
MC 6
MC 7
MC 8
MC 9
MC 10
MC 11
MC 12
MC 13
MC 14
MC 15
MC 16
MC 17
MC 18
MC 19
MC 20
MC 21
MC 22
MC 23
MC 24
MC 25
MC 26
MC 27
MC 28
MC 29
MC 30
MC 31
MC 32
MC 33
MC 34
MC 35
MC 36
MC 37
MC 38
MC 39
MC 40
MC 41
MC 42
MC 43
MC 44
MC 45
MC 46
MC 47
MC 48
MC 49
MC 50
MC 51
MC 52

ANT1
71,3
67,8
84,4

67
79,6
89,1
86,2
86,2
81,3
67,3
88,5

82
46,7

87
65,8
76,3
65,2
73,9
89,3
66,1
85,2
76,2
73,8
72,3
75,7
88,7
71,4
82,6

77
86,6
81,1
86,4
73,8
88,9
75,7
55,4
57,3

54
75,7
62,1
59,3
81,2
78,9
74,1

64
51,7
78,6
80,4
67,6
91,8
75,7
71,9

25,5
24,7
15,1
26,6
19
8,3
9,4
8
11,2
30,1
8,2
16
37,9
12,3
28,2
20,5
29,5
21,5
8,3
29,6
13,5
22,4
15,5
22,6
19,8
8,1
26
12,5
20,2
7,6
18,3
53
19,7
7,2
17,8
39,4
32,7
39,9
16,7
35,6
33,4
15,4
18,6
16,1
30,4
37,7
19
15,8
24,8
57
20
19

3,2
75
05
6,4
1,4
2,6
4,4
5.8
75
2,6
33

2

15,4

07
6
3,2
53

4,6
2,4
43
1,3
1,4

10,7
5,1
4,5
3,2
2,6
4,9
2,8
5.8
0,6
8,3
6,3
3,9
6,3
5,2
10
6,1
7,6
2,3
7.3
3,4
2,4
9,8
5,6

10,6
2,4
3,8
7,6
2,5
4,3
9,1

28,7
32,2
15,6
33
20,4
10,9
13,8
13,8
18,7
32,7
11,5
18
53,3
13
34,2
23,7
34,8
26,1
10,7
33,9
14,8
23,8
26,2
27,7
24,3
11,3
28,6
17,4
23
13,4
18,9
13,6
26
11,1
24,1
44,6
42,7
46
24,3
37,9
40,7
18,8
21
25,9
36
48,3
214
19,6
32,4
8,2
24,3
28,1

2,484320557
2,105590062
5,41025641
2,03030303
3,901960784
8,174311927
6,246376812
6,246376812
4,347593583
2,058103976
7,695652174
4,555555556
0,876172608
6,692307692
1,923976608
3,219409283
1,873563218
2,831417625
8,345794393
1,949852507
5,756756757
3,201680672
2,816793893
2,610108303
3,115226337
7,849557522
2,496503497
4,747126437
3,347826087
6,462686567
4,291005291
6,352941176
2,838461538
8,009009009
3,141078838
1,242152466
1,341920375
1,173913043
3,115226337
1,638522427
1,457002457
4,319148936
3,757142857
2,861003861
1,777777778
1,070393375
3,672897196
4,102040816
2,086419753
11,19512195
3,115226337
2,558718861
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MC 53
MC 54
MC 55
MC 56
MC 57
MC 58
MC 59
MC 60
MC 61
MC 62

69,7
74,7
65,6
61,9
79,8
87,8
55
53,7
67,6
87,9

18,9
19,2
27,8
33,7
15,8

41,4
30,4
31,6
97

11,3
6,1
6,6
4,4
4.4
5,2
37
11,9
08
25

30,2
25,3
34,4
38,1
20,2
12,2
45,1
42,3
32,4
12,2

57

2,30794702
2,95256917
1,906976744
1,624671916
3,95049505
7,196721311
1,219512195
1,269503546
2,086419753
7,204918033



8.2 ANT-Verteilung bei DCM-Patienten

Nummer

DCM 1
DCM 2
DCM 3
DCM 4
DCM 5
DCM 6
DCM 7
DCM 8
DCM 9
DCM 10
DCM 11
DCM 12
DCM 13
DCM 14
DCM 15
DCM 16
DCM 17
DCM 18
DCM 19
DCM 20
DCM 21
DCM 22
DCM 23
DCM 24
DCM 25
DCM 26
DCM 27
DCM 28
DCM 29
DCM 30
DCM 31
DCM 32
DCM 33
DCM 34
DCM 35
DCM 36
DCM 37
DCM 38
DCM 39
DCM 40

ANT1
90,6
88,5
90,3
84,4
86,6
86,7
91,1
84,4
83,3
87,5
87,7
80,9
87,7
89,3

90
70,8
78,1
82,9

84
81,8
89,1
80,2
83,7
83,6
86,2
85,3
58,9
82,1
79,2
73,9
89,2
90,3

82
86,5
81,6
96,1
78,2
81,8
84,7
93,5

ANT2
9,4
7,6
7,5
4,5
8
4,9
6.4
9,2
9,5
7,7
8
9,2
9,4
53
3
26,5
9,8
7,3
11,8
10,1
7.4
8,1
6,2
7
5
8,1
26,9
12
14,5
22,3
6,1
6,2
11,5
7,8
12,7
3
7,8
12,8
11,2
4,2

ANT3
0
3,9
2,2
11,1
54
8,4
2,5
6,4
7,2
4,8
4,3
9,9
2,9
54
7
2,7
12,1
9,9
4,2
8,1
3,5
11,7
10,1
9,4
8,8
6,6
14,2
59
6,3
7,8
1,7
3,5
6,5
57
57
0,9
14
54
4,1
2,3

58

ANT2 + ANT3 ANT-ratio

9,4
11,5
9,7
15,6
13,4
13,3
8,9
15,6
16,7
12,5
12,3
19,1
12,3
10,7
10
29,2
21,9
17,2
16
18,2
10,9
19,8
16,3
16,4
13,8
14,7
411
17,9
20,8
30,1
7,8
9,7
18
13,5
18,4
3,9
21,8
18,2
15,3
6,5

9,638297872
7,695652174
9,309278351
5,41025641
6,462686567
6,518796992
10,23595506
5,41025641
4,988023952
7
7,130081301
4,235602094
7,130081301
8,345794393
9
2,424657534
3,566210046
4,819767442
5,25
4,494505495
8,174311927
4,050505051
5,134969325
5,097560976
6,246376812
5,802721088
1,433090024
4,586592179
3,807692308
2,455149502
11,43589744
9,309278351
4,555555556
6,407407407
4,434782609
24,64102564
3,587155963
4,494505495
5,535947712
14,38461538



8.3 Himodynamikparameter von Myokarditis-Patienten

Nummer
MC 1
MC 2
MC 3
MC 4
MC 5
MC 6
MC 7
MC 8
MC 9
MC 10
MC 11
MC 12
MC 13
MC 14
MC 15
MC 16
MC 17
MC 18
MC 19
MC 20
MC 21
MC 22
MC 23
MC 24
MC 25
MC 26
MC 27
MC 28
MC 29
MC 30
MC 31
MC 32
MC 33
MC 34
MC 35
MC 36
MC 37
MC 38
MC 39
MC 40
MC 41
MC 42
MC 43
MC 44
MC 45
MC 46
MC 47
MC 48
MC 49
MC 50
MC 51
MC 52
MC 53
MC 54
MC 55

HI

NN WW WO~ DN

N

o W

N

oo-bél\)wwoowww-f

w N N N
wm\‘oo-bmcowo_l

N WN oW

2,6

2,2

3.9
2

LVEDP

10
10
12
12
16
18
8
28
18
12
15
12
16
8
26
32
12
10
26
6
8
6
13
19
3
24
6
4
15,5
10
15,54
24
14
5
20
17
12
10
32
24
30
28
15,5
1
25
8
8
18
15
26
15,5
10

16

EF
28
36
88
74
46
72

18
28
70
67
26
75
76

26
74
76
40
59
31

69
32
75
21
26
65

16
45
59

81

31

25
23

19
76

31
85
28

50
56
76

Svi
42
40
88
53
64
70

35
56
94
70
59
61
70

69

50
50
46
52

130
82
68
46
18
82

63
34
56
52

66

41

34
73

31
67

45
73
94

46
62
26

EDVI

152
115
79
72
139
97

194
203
136
103
228
82
93

271

104
126
79

170

189
265
90
224
70
126

96
211
124

88

82

133

137
320

170
88

144
86
335

92
110
35

59

ESVI

109
74
90
18
74
27

158
146
41
33
168
20
22

202

25
75
32
117

59
183
22
178
52
44

32

177

68

15

92

103
147

138
21

99
13
241

46
48
8

70
43
47
55
40

50
67
65
54
61
72
53
52
50
77
52,5
51
62
55
68

61
70
50
77
68
58
67,5

60
72,5
70
54,5
52
50
49

54
63
65
86

74
47
54
50
43

46
75
54
41

EDD ANT-ratio

2,48432056
2,10559006
5,41025641
2,03030303
3,90196078
8,17431193
6,24637681
6,24637681
4,34759358
2,05810398
7,69565217
4,55555556
0,87617261
6,69230769
1,92397661
3,21940928
1,87356322
2,83141762
8,34579439
1,94985251
5,75675676
3,20168067
2,81679389

2,6101083
3,11522634
7,84955752

2,4965035
4,74712644
3,34782609
6,46268657
4,29100529
6,35294118
2,83846154
8,00900901
3,14107884
1,24215247
1,34192037
1,17391304
3,11522634
1,63852243
1,45700246
4,31914894
3,75714286
2,86100386
1,77777778
1,07039337

3,6728972
4,10204082
2,08641975

11,195122
3,11522634
2,55871886
2,30794702
2,95256917
1,90697674



MC 56
MC 57
MC 58
MC 59
MC 60
MC 61
MC 62

W AaNOOTWWO,m

36

16
12
12

33
41

49
34
33

55
50

97
53
46

167
122

199
155
139

60

112
72

101
102
93

68
63

65
50
67

1,62467192
3,95049505
7,19672131

1,2195122
1,26950355
2,08641975
7,20491803



8.4 Himodynamikparameter bei DCM-Patienten

Nummer
DCM 1
DCM 2
DCM 3
DCM 4
DCM 5
DCM 6
DCM 7
DCM 8
DCM 9
DCM 10
DCM 11
DCM 12
DCM 13
DCM 14
DCM 15
DCM 16
DCM 17
DCM 18
DCM 19
DCM 20
DCM 21
DCM 22
DCM 23
DCM 24
DCM 25
DCM 26
DCM 27
DCM 28
DCM 29
DCM 30
DCM 31
DCM 32
DCM 33
DCM 34
DCM 35
DCM 36
DCM 37
DCM 38
DCM 39
DCM 40

HI
3

3

3,5
3
3

4
2,5

4
3
2

2,6
1

w

NN WNWN

3,7

abwdsdp

w

2,6

LVEDP

12
8
16

©

16
10
12
10

20

EF

31
70
54
37

67

51
52
29

26

41
11
26
33

29
48

69
18
45

88
78

29

30
23

Svi

26
65
54
84

49

48
58
76
53
70
36
33

33
52

65
54
157

84
40

41

53

EDVI
84
94
99

226

73

95
112
262
207
171
143
135

115
109

95

297

348
96
52

141

177

61

ESVI
58
28
45
141

24

46
54
186
154
101
106
90

81
57

29
242
191

11
11

100

124

EDD
65

52

48
55

50
52

55

72,5
60

60
70

55
57,5

59

50

68

68



8.5 Histologieverteilung bei Myokarditispatienten

Nummer
MC 1

MC 2

MC 3

MC 4

MC 5

MC 6

MC 7

MC 8

MC 9

MC 10
MC 11

MC 12
MC 13
MC 14
MC 15
MC 16
MC 17
MC 18
MC 19
MC 20
MC 21

MC 22
MC 23
MC 24
MC 25
MC 26
MC 27
MC 28
MC 29
MC 30
MC 31

MC 32
MC 33
MC 34
MC 35
MC 36
MC 37
MC 38
MC 39
MC 40
MC 41

MC 42
MC 43
MC 44
MC 45
MC 46
MC 47
MC 48
MC 49
MC 50
MC 51

MC 52
MC 53
MC 54

CD2

2,8
1,3
4,3
2,1
1
0,9
1.1
1.1
0,8
1,8
5,6
2,2
1
1,5
1,3
2,5
2,2
1,5
1
0,8
1,6
1
7,4
2,1
0,6
2,1
1,7
3
0,1
1,8
1,3

1,1
1
1,8
20
3,4
2,4
1,7
0,5
2,2
3
1
1,8
0,6
1,5
2,3
0,6
1,7
2
3,3
1,3
1,8

CD3

2,8
0,7
3,9
2,3
0,8
0,6
1,9
1,8
1,25
1,7
5,7
1,5
1,3
1,8
1,7
2,7
2,3
1
0,7
1,5
2,5
0,5
7,6
2
1
2
2
4,3
0,5
2,9
1,6
2,8
1,5
1
2
20
3,2
4,2
2,1
0,7
2,3
3,1
1,2
1,7
0,8
0,9
2,1
1,2
1,2
1,6
3,9
0,3
2,2

CDh4

1
0,25

0,9
0

0
1,5
0,05
0,5
23
0,7
0,9
1

1,2
0,9
0,5

0,3
2
0,5
3,3
0,3

0,9
0,2
1,5
0,4
0,7
0,9

0,8
0,8
0
20
0,4
0,3

0,2
0,3
1,5
0,3
0,4
0,1
0,3
0,2
0
0,6
0,4
2

CD8

1,9
0,75
2
1
0,2

0
0,7
1,4
1,5
2,8

1
0,4
1,2

2
1,3
0,5

0,2
2,2
1,3
5
0,4

1,1
1
3,5
0
0,8
0,9

1,5
1,5
0,5
20
1
2,2

0,3
2,2
1,8
0,5
0,8
0,8
0,4
0,2
0
0,3
1,2
2
0,2

62

UCHL

2,2
0,1

0,7
1,1
0,3
2,5
0,5
0,5

0,6
1,3
1,6

0,4
1,2
0,1

0,6

0,8

0,6
1,2
1,5

0,8

0,5
20
2,1
24
0,5
0,9
0,8
0,5
0,8
0,8
0,3
0,1
0,6

0,2

1,9

Beurteilung ANT-ratio

T 33T T T UTT 33T 330U T T T UV T T ST U T T O T T OUTT T ST I3 TUTUTT T ST OTT IS 33 33T T T T O

2,48432056
2,10559006
5,41025641
2,03030303
3,90196078
8,17431193
6,24637681
6,24637681
4,34759358
2,05810398
7,69565217
4,55555556
0,87617261
6,69230769
1,92397661
3,21940928
1,87356322
2,83141763
8,34579439
1,94985251
5,75675676
3,20168067
2,81679389

2,6101083
3,11522634
7,84955752

2,4965035
4,74712644
3,34782609
6,46268657
4,29100529
6,35294118
2,83846154
8,00900901
3,14107884
1,24215247
1,34192038
1,17391304
3,11522634
1,63852243
1,45700246
4,31914894
3,75714286
2,86100386
1,77777778
1,07039338

3,6728972
4,10204082
2,08641975

11,195122
3,11522634
2,55871886
2,30794702
2,95256917



MC 55
MC 56
MC 57
MC 58
MC 59
MC 60
MC 61
MC 62

1,8

0,8
1,5
2,4

0,8
1,3

1,7
12
0,7
1,5

4,6

0,8

63

0,6
8,4
0,1
0,7
0,2

0,5
0,6

T 5 T T T T T T

1,90697674
1,62467192
3,95049505
7,19672131

1,2195122
1,26950355
2,08641975
7,20491803



8.6 Histologieverteilung bei DCM-Patienten

Nummer
DCM 1
DCM 2
DCM 3
DCM 4
DCM 5
DCM 6
DCM 7
DCM 8
DCM 9
DCM 10
DCM 11
DCM 12
DCM 13
DCM 14
DCM 15
DCM 16
DCM 17
DCM 18
DCM 19
DCM 20
DCM 21
DCM 22
DCM 23
DCM 24
DCM 25
DCM 26
DCM 27
DCM 28
DCM 29
DCM 30
DCM 31
DCM 32
DCM 33
DCM 34
DCM 35
DCM 36
DCM 37
DCM 38
DCM 39
DCM 40

CD2
0,5
0,7
4
0,6
1
0,8
1
0,3
1,2
1,3
0,9
0,7
0,5
0,6
0,35
0,5
1,2
0,6
0,5

0,8
0,1
0,8
0,4

0,2
1,2
0,5
0,5
0,6
0,2

0,7
1,4
0,6

1,4
1
08

CD3
0,4
0,5
4,3
1,1
1,2
0,8
0,8
0,7
0,7
0,6
1,8
0,2
1
0,5

1,2
0,9
0,6
0,5

0,8
0,8
0,9
0,5

1,2
0,5
0,7
0,7
0,7

0,7
1,5
0,7

CD4
0,4
0,3
0,8
0
0,2

0,5
0
0,1
0,5
0,7
0

0,1
0,9
0,2
0,2
0
0
0
0,7
0,5
0,6
0

0,7
0,3

1,6

0,7

CD8
0,3
0,2
21
0,8
0,2

0,4
0.2
08
0
0,4
0
03
07

0,2

0,3
0,2

0,1
0,3
0,1

0,5
0,3

1.1

0,4

0,6

UCHL
0,3
0,4
1,2
0,3
0,5

0

0
04
0,2
0,4
0,3

0,3
0,7
0
0,3
0,1
0,2
0,1
0,1

0,2

0,3
0,3

1.1
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Beur
n

5 3 30303 03 33 3 3T oS
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=}

ANT-ratio
9,63829787
7,69565217
9,30927835
5,41025641
6,46268657
6,51879699
10,2359551
5,41025641
4,98802395

7

7,1300813
4,23560209

7,1300813
8,34579439

9
2,42465753
3,56621005
4,81976744

5,25
4,4945055
8,17431193
4,05050505
5,13496933
5,09756098
6,24637681
5,80272109
1,43309002
4,58659218
3,80769231

2,4551495
11,4358974
9,30927835
4,55555556
6,40740741
4,43478261
24,6410256
3,58715596

4,4945055
5,53594771
14,3846154



8.7 Krankheitsdauer bei MC- und DCM-Patienten

Nummer Anamnesedauer in Nummer Anamnesedauer in
Monaten Monaten

MC 1 5 DCM 1 25
MC 2 5 DCM 2 136
MC 3 5 DCM 3 156
MC 4 40 DCM 4 5
MC 5 13 DCM 5 26
MC 6 87 DCM 6 72
MC 7 14 DCM 7 8
MC 8 73 DCM 8 1
MC 9 22 DCM 9 9
MC 10 51 DCM 10 120
MC 11 51 DCM 11 9
MC 12 3 DCM 12 12
MC 13 35 DCM 13 143
MC 14 7 DCM 14 2
MC 15 1 DCM 15 9
MC 16 51 DCM 16 46
MC 17 110 DCM 17 5
MC 18 24 DCM 18 28
MC 19 36 DCM 19 5
MC 20 2 DCM 20 32
MC 21 27 DCM 21 2
MC 22 DCM 22 51
MC 23 72 DCM 23 8
MC 24 26 DCM 24 5
MC 25 20 DCM 25 48
MC 26 1 DCM 26 8
MC 27 37 DCM 27 8
MC 28 92 DCM 28 10
MC 29 33 DCM 29 16
MC 30 23 DCM 30 6
MC 31 134 DCM 31 4
MC 32 30 DCM 32 11
MC 33 1 DCM 33 12
MC 34 36 DCM 34 30
MC 35 6 DCM 35 69
MC 36 12 DCM 36 31
MC 37 2 DCM 37 17
MC 38 1 DCM 38 80
MC 39 19 DCM 39 190
MC 40 15 DCM 40 5
MC 41 18

MC 42 4

MC 43 11

MC 44 3

MC 45

MC 46 6

MC 47 2

MC 48 5

MC 49 3

MC 50 5

MC 51 25

MC 52

MC 53 91

MC 54 118
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MC 55
MC 56
MC 57
MC 58
MC 59
MC 60
MC 61
MC 62

48

56

126

40
20

66



8.8 Krankheitsgrade bei MC- und DCM-Patienten

Nummer  Krgrad-Gruppe Nummer Krgrad-
Gruppe

MC 1 i DCM 1 Il
MC 2 11 DCM 2 11
MC 3 i DCM 3 Il
MC 4 11 DCM 4 11
MC 5 i DCM 5 Il
MC 6 I DCM 6 I
MC 7 Il DCM 7 Il
MC 8 I DCM 8 I
MC 9 1l DCM 9 1l
MC 10 I DCM 10 I
MC 11 1l DCM 11 Il
MC 12 I DCM 12 1]
MC 13 1 DCM 13 1
MC 14 1 DCM 14 I
MC 15 1l DCM 15 Il
MC 16 1 DCM 16 I
MC 17 Il DCM 17 Il
MC 18 I DCM 18 1]
MC 19 1l DCM 19 Il
MC 20 I DCM 20 I
MC 21 Il DCM 21 Il
MC 22 11 DCM 22 11
MC 23 Il DCM 23 I
MC 24 I DCM 24 1]
MC 25 1 DCM 25 1
MC 26 I DCM 26 1]
MC 27 1l DCM 27 I
MC 28 I DCM 28 I
MC 29 1l DCM 29 Il
MC 30 11 DCM 30 11
MC 31 1l DCM 31 Il
MC 32 11 DCM 32 11
MC 33 I DCM 33 1l
MC 34 I DCM 34 I
MC 35 1l DCM 35 Il
MC 36 I DCM 36 1]
MC 37 I DCM 37 I
MC 38 I DCM 38 I
MC 39 I DCM 39 Il
MC 40 1 DCM 40 1
MC 41 1]

MC 42 I

MC 43 Il

MC 44 I

MC 45 Il

MC 46 11

MC 47 I

MC 48 11

MC 49 I

MC 50 I

MC 51 Il

MC 52 11

MC 53 i

MC 54 I

67



MC 55
MC 56
MC 57
MC 58
MC 59
MC 60
MC 61
MC 62
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8.9 Virusbefall bei MC- und DCM-Patienten

Nummer  Virus Nummer Virus
MC 1 nein DCM 1 ja
MC 2 nein DCM 2 ja
MC 3 ja DCM 3 ja
MC 4 nein DCM 4 nein
MC 5 ja DCM 5 nein
MC 6 ja DCM 6 nein
MC 7 ja DCM 7 nein
MC 8 ja DCM 8 nein
MC 9 ja DCM 9 nein
MC 10 ja DCM 10 ja
MC 11 nein DCM 11 nein
MC 12 ja DCM 12 ja
MC 13 nein DCM 13 ja
MC 14 nein DCM 14 nein
MC 15 nein DCM 15 nein
MC 16 nein DCM 16 nein
MC 17 ja DCM 17 nein
MC 18 nein DCM 18 ja
MC 19 nein DCM 19 nein
MC20 ja DCM 20 nein
MC 21 ja DCM 21 ja
MC 22 nein DCM 22 ja
MC 23 ja DCM 23 ja
MC 24 nein DCM 24 nein
MC 25 nein DCM 25 nein
MC 26 nein DCM 26 ja
MC 27 nein DCM 27 nein
MC 28 ja DCM 28 nein
MC29 ja DCM 29 ja
MC 30 nein DCM 30 nein
MC 31 nein DCM 31 ja
MC 32 nein DCM 32 nein
MC 33 nein DCM 33 nein
MC 34 ja DCM 34 nein
MC 35 nein DCM 35 nein
MC 36 ja DCM 36 ja
MC 37 ja DCM 37 nein
MC 38 nein DCM 38 ja
MC 39 ja DCM 39 ja
MC 40 nein DCM 40 nein
MC 41 nein
MC 42 nein
MC 43 nein
MC 44 nein
MC 45 nein
MC 46 nein
MC 47 ja
MC 48 ja
MC49 ja
MC 50 ja
MC 51 ja
MC 52 ja
MC 53 nein
MC 54 nein
MC 55 nein
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MC 56
MC 57
MC 58
MC 59
MC 60
MC 61
MC 62

nein
ja
ja
nein
nein
nein
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8.10 Puffer, Losungen und Medien fiir die molekularbiologischen Untersuchungsmethoden:

Auftragspuffer (DNA): 0,25% Bromophenolblau

0,25% Xylene Cyanol FF

15% Ficoll (Typ 400, Fa. Pharmacia)
Auftragspuffer (RNA): 50% Glycerin

0,01M NaH2PO4, pH 7,0

0,4% Bromophenolblau

autoklavieren, bei -20°C lagern

Denaturierungslosung: 0,5M NaOH
1,5M NaCl
H-Puffer: M LiCl
6M Harnstoff

0,2 mg/ml  Heparin
10mM Na-Acetat, pH 5,0

Hybridisierungslosung: 500 ml Gold Buffer (Fa. Amersham)
5% Blockierungsreagenz (Fa. Amersham)
0,5M NaCl
Kinasepuffer: 500mM Tris-HCL, pH 7,5
100mM MgCI2
ImM Spermidin
ImM EDTA

autoklavieren, danach Zugabe von

50mM DTT

Laufpuffer: 30g Tris
144¢g Glycin
ad 11
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Phenol-Chloroform:

PCR-Puffer (10x):

RT-Puffer:

SP-SDS:

20x SSC:

STE-Puffer:

TAE (50x):

W-Puffer:

250¢g Phenol
250ml Chloroform
500ml SP-SDS
16sen, danach Zugabe von

500mg Hydroxyquinolin

100mM Tris, pH 8,8

500mM KCl1

15mM MgCI2

autoklavieren, danach Zugabe von

0,1% Gelatine

250mM Tris, pH 8,3
15mM MgCl12
350mM KCl
Lagerung bei -20°C

50mM Na-Acetat

1% Dodecylsulfat, Na-Salz (SDS)
3iM NaCl
0,3M Natriumcitrat, pH 7,0

20mM Tris-HCI, pH 7,5
100mM NaCl
19mM EDTA

2M Tris-Acetat
M EDTA

3M LiCl

6M Harnstoff

autoklaviert; Lagerung bei 4°C
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RT-Mix - 4-ul 5xRT-Puffer (Gibco BRC)

- 1ul RNAsin (Boehringer)

- 8ul ANTP (alle zu gleichen Teilen)

- 1pl Random Primer (1:5 verdiinnt; 8ng)

B 1ul MMLV-Reverse Transkriptase

PCR-Mix - 5ul  10x PCR-Puffer
- 0,02Mol 5 Primer
- 0,02Mol 3 Primer
-2,5ul Tag-Polymerase (1:10 verdiinnt)
W 28,5ul Wasser

Ansatz fiir die radioakative - 70ng Oligonukleotide (sieche Tabelle)

Oligonukleotidmarkierung - 2,5ul 1xKinasepuffer
- 1ul T4-Polynukleotidkinase (Boehringer)

- 5ul Gamma-P*?ATP (>5000Ci/mmol)
B ad 25pul mit autoklaviertem aqua bidest.
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8.11 Verwendete Nukleotide und Primer
8.11.1 Primersequenzen und verwendete Annealingtemperaturen

Spezfitit ealing: Primersequenzen
temperatur

AT sesatnt yrec SCTGCTGOTG CAGGTC CAGCA S
LA T SCCT GAC TGD ATC ATC ATS

AT 1 5° a0 SCTGAGA GOGTOG AGC TGT CA S
AT 130 STCTC AATGAA GLATCTCTTC S
AT 257 25°C SCCGCAGCOGD COT AGT CAA AT
AT 237 SAGTCTGTCA AGA ATGOTC AL T
A HT 35 TRz SCCGTTC TOC GEC TGET COT O 37
AT 327 STGOC G0C OG0 ACT GOC GOA Go0 37

8.11.2  Nukleotidsequenz der zur Hybridisierung verwendeten Oligonukleotide

ANT 1 A 'GGC ARG GGC GCC GCC CAG CG3° 20
AHT 2 L'GCT GGA GCT GAA BAGG GAA TT3" 20
AHT 3 B ATC GTG GAC TGC ATT GTC CG3° 20
8.11.3 Primersequenzen und verwendete Annealingtemperaturen
Spezifitit  Anmealingiemperatur Primerseqenzen
Entercrirus 5 50°C SCGE TACCTT TGT GG CCT GT 30
Entercvirs 3 FOAGGCCGCC AAC GCA GCC T
[-Letin 5 §0°C FATC ATG &AGTOT GAC GTG GAC ATCC 3
[-Letin 3 FALCCGACTGCTG TCA COCT TCACC I

8.11.4 Nukleotidsequenz der zur Hybridisierung verwendeten Oligonukleotide
_Speziﬂt ﬁequr.nz Linge
Entercvirs SCGL AGT AGT TGG CCG GAT BACT 2
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Lebenslauf

Personliche Daten:

Name: Tanja Link-Ingenstau
Anschrift: Volmerswertherstr. 14, 41468 Neuss
Geburtsdatum: 13.02.1971
Geburtsort: Diisseldorf
Konfession: romisch katholisch
Familienstand: ledig
Eltern: Jiirgen Ingenstau, Notar
Christa Ingenstau, geb. Drees, Hausfrau
Schulausbildung: 1977-1981 Grundschule Neuss
1981-1990 Marienberggymnasium Neuss
Abitur 1990
Hochschulbildung: 1990-1996 Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf
Studiengang Humanmedizin
1992 Physikum
1993 Erster Abschnitt der drztlichen Priifung
1996 Zweiter Abschnitt der drztlichen Priifung
1997 Dritter Abschnitt der drztlichen Priifung
Praktisches Jahr: 1996/1997 Marien-Hospital Diisseldorf, Wahlfach Radiologie
Titigkeit als AIP: Juli 1997 bis Ende 1998 in der chirurgischen und gefaBchirur-

gischen Abteilung des Johanna-Etienne-Krankenhauses in Neuss
Titigkeit als Assistenziirztin: Jan-Mérz 1999 in der onkologischen Abteilung der Niederrheinklinik
in Korschenbroich

seit April 1999 wieder in der chirurgischen und gefdfchirurgischen
Abteilung des Johanna-Etienne-Krankenhauses in Neuss

Neuss, den 29.7.2001
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Verantwortliche Faktoren fiir die verinderte kardiale Isoformexpression des Adeninnukleotid-

translokators bei Patienten mit Myokarditis und dilatativer Kardiomyopathie.

Herzmuskelentziindungen werden vorwiegend durch Enteroviren verursacht. Bei Patienten mit Myokarditis
und dilatativer Kardiomyopathie, ein mogliches Folgestadium einer chronisch verlaufenden MC, kann es zu
einer Verschiebung des Isoformexpressionsmusters des Adeninnukleotidtranslokators (ANT) kommen. Der
ANT ist verantwortlich fiir den Transport von ADP und ATP iiber die innere Mitochondrienmembran und
spielt somit eine wichtige Rolle im zelluldren Energiestoffwechsel. Dariiberhinaus ist er als Bindungspartner
fiir pro- und antiapoptotische Regulationsproteine und als Bestandteil der ,,Permeability Transition Pore® in
den Apoptoseproze3 involviert. Die ANT-Isoformverschiebung, die im Herzgewebe von MC- und DCM-
Patienten beobachtet werden kann, ist durch einen erhohten ANT 1-, einen erniedrigten ANT 2- und einen
unverdnderten ANT 3-Anteil charakterisiert und fiihrt zu einer erniedrigten ATP/ADP-Transportkapazitat
des ANT-Gesamtproteins im Mitochondrium. Tierversuche zeigten, daf3 eine eingeschriankte ANT-Funktion
zu Herzerkrankungen fiihrt.

Es stellte sich nun die Frage, welche Faktoren fiir die verédnderte Isoformexpression verantwortlich gemacht
werden konnen. Zur Klarung wurden hdmodynamische, immunhistologische und virale Befunde mit der
kardialen ANT-Isoformexpression von 62 Patienten mit dem Verdacht auf MC oder 40 Patienten mit DCM
korreliert. Es zeigte sich kein Zuammenhang zwischen hidmodynamischen Daten und der ANT-
Isoformexpression, so daf3 eine Volumen- oder Druckbelastung des Herzens als Triggermechanismus fiir die
verdnderte ANT-Verteilung ausgeschlossen werden kann.

Mittels PCR war es moglich, enterovirale RNA im Herzmuskelgewebe nachzuweisen. Bei 56% der
viruspositiven MC-Patienten und sogar 100% der viruspositiven DCM-Patienten lag ein ANT-Isoformshift
vor. Die Annahme der immunhistologischen Beteiligung erbrachte dariiber hinaus, daf vor allem Patienten
mit einer geringen oder gar keinen lymphozytiren Infiltration, die eine aktive Immunantwort kennzeichnet,
von einer verdnderen ANT-Expression betroffen sind. 29 von 47 Patienten mit einer aktivierten zelluldren
Immunantwort besallen hingegen eine normale ANT-Verteilung. Die ndhere Untersuchung der
viruspositiven Patienten mit normaler ANT-Expression zeigte, dal 10 von 12 dieser Patienten eine hohe T-
Lymphozyteninfiltration ihres Biopsiematerials aufwiesen.

Verlaufsuntersuchungen ergaben, dal ein einmal erfolgter Isoformshift trotz Therapie bestehen bleibt.
Patienten mit einer pathologischen ANT-Verteilung waren schlechter belastbar und therapierbar. Jene mit
einer normalen ANT-Verteilung zeigten hingegen einen wesentlich leichteren Krankheitsverlauf.
Schlussfolgerung: Eine ANT-Isoformexpressionsidnderung ist mit einer enteroviralen Infektion und einer
unzureichenden zelluldren Immunantwort verbunden. Eine kardiale Lymphozyteninfiltration als Ausdruck
einer aktiven Immunantwort scheint moglicherweise durch Viruseliminierung protektiv auf die ANT-
Expression zu wirken. Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dal der ANT in der Pathophysiologie der

viralen Herzerkrankung eine signifikante Rolle spielt.
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